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Introduución 
La e s t r u c t u r a  de l a  3',5' adenosina monofosfato c í o l i c o  
fue  d e a c r i p t a  por primera vez por e l  grupo de Sutherland ( 1 , S )  y 
por Markham (3,4). E l  descubrimiento de su papel f i s i o l 6 g i c ó  data 
de 1957,  cuando Sutherland y sus  colaboradorea encontraron que e l  
AMP c i c l i c o  mediaba e l  e f e c t o  de hiperglucemia producido por la  
adrena l ina  y e l  glucagbn, estimulando l a  conversi6n de l a  gluc6- 
geno f o s f o r i l a s a  de l a  forma i n a c t i v a  a l a  a c t i v a  (1,s). Desde e- 
ue r~omento ce  ha t r aba jado  en un gran número de l a b o r a t o r i o s  y s e  
ha e s t a b l e c i d o  t a n t o  l a  ubicuidad d e l  AMP c í c l i c o ,  como l a  uni-  
ve r sa l idad  de sus  funciones r e g u l a t o r i a s .  
E l  b r i l l a n t e  concepto de Sutherland de  segundo mensajero 
(61, h i p 6 t e s i s  que e s t a b l e c e  que e l  nucleót ido  c í c l i c o  media e l  
e f e c t o  de una amplia var iedad de hormonas y o t r o s  agente6 biol6-  
g i c o s  a c t i v o s ,  ha enoontrado amplia confirmacibn. En e s t e  modelo, 
l a  hormona represen ta  e l  primer mensajero. La presencia  d e l  p r i -  
mer mensajero modif icar ía  l a  concentración i n t e r n a  d e l  segundo 
mensajero. La mayoria de l a s  hormonas, y en e s p e c i a l  l a s  pol ipep-  
t i d i c a s  por  su  gran tamaEo, s e r i a n  incapaces de a t r a v e s a r  l a  ba- 
r r e r a  c o n s t i t u i d a  por l a  membrana p lasmát ica ,  que es l a  encargada 
de reconocer seña les  d e l  medio externo  y t r a n s d u c i r l o s  en forma 
de mensajes i n t r a c e l u l a r e s ,  l o s  c u a l e s ,  a  SU vez ,  o r ig inan  res- 
pues tas  f i s i o l ó g i c a s  determinadas.  En l a  s u p e r f i c i e  c e l u l a r  exis- 
t e n  moléculas,  llamadas recep to res  hormonales, que son capaces de 
reconocer específ icamente a las d i f e r e n t e s  hormonas, y de tomar 
con tac to  con e l  s is tema i n t e r n o  encargado de produci r  AMP c i c l i -  
CO . 
E l  AMP c í c l i c o  s i n t e t i z a d o  puede, a s u  vez,  s e r  degradado 
por  l a  enzima fosfodie~tera~a de nucle6tido~ cfciicos, con pro- 
ducción de 5'AMP, s iendo e s t a  reacci6n inh ib ida  por las metilxan- 
t inae . 
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Los estudios realizados han abierto un nuevo panorama en 
e1 control del metabuli~mo celular, control en el que esta invo- 
lucrado el Caz+ como segundo mensajero de amplificación de seña- 
les extracelulare~. Los tres mensajeroe (las hormonas, el AMPc y 
el Caz+) se complementan no sólo en la distancia que recorre la 
seíial, sino en la intensidad y duración de la respuesta celular 
( 7 1  
Un ejemplo de interacción de sistemas de segundo mensaje- 
ro es el caso de la regulación de la adenilato ciclasa por el 
Caz+ de las cilias del paramecio ( 5 ) .  
En procariotas, el caso más estudiado es el de E s d z e r i -  
chia coli, donde el AMPc actúa a través de una proteína recepto- 
ra, llamada CAP o CRP, que se une al nuclebtido, y a su vez este 
complejo (CRP-AMPc) se une al DNA, permitiendo a la RNA polimera- 
sa iniciar la transcripci6n de ciertos operones que codifican en- 
zi~~as que intervienen en el catabolismo de ciertos azúcares (lac- 
tosa, arabinosa, galactosa, etc.)(Y,10). 
La adenilato ciclasa [ATP pyrophosphate-lyase (cyclizing) 
E.C. 4.6.1.13, es la enzima que cataliza la síntesis de AMP cí- 
clico a partir de ATP, segun la siguiente reacción: 
ATP AMPc + PPi 
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Los sustratos de esta reaccion pueden ser 106 complejos 
ATPMg2+ u ATPMnZ+, donde el Mnz+ o el Mgzt son activadore6 de la 
misma. La actividad enzimática de las adenilato ciclasas de Neu- 
rospora crassa (111, Mucor rouxíi (IS), S. cerevisiae (131, tes- 
ticulo (14) y la de muchas bacterias, depende casi exclusivamente 
de Mnz+. Esta dependencia casi absosuta de Mnzt es, aparenternen- 
te, una consecuencia de la aueencia o disfuncionalidad del compu- 
nente regulatorio de la enzima, ya que éste le confiere a la sub- 
unidad catalítica la capacidad de utilizar ATPMgz+ como sustrato 
(15). Como la concentracibn de Mgz+ es aproximadamente diez veces 
mayor que la de Mnz+, la mayor afinidad del ATP por e ~ t e  ultimo 
podría explicar que la enzima actuase in vivo con ambos cationes 
(16) 
La adenilato ciclasa está presente en la mayoría de ~ O U  
organismos a lo largo de la escala evolutiva. E&ta enzima est& 
prerente en bacterias (17-20), levaduras (13),  hongo^ (11,12), 
protozoos (21,22), plantas superiores (23) y animales (24). 
En todas las células eucariotas estudiadas, las adenilato 
ciclasa~ son enzima6 unidas a membranas, que se encuentran en la 
cara interna de la mi~u~a. Hasta el momento, las excepcione~ a es- 
ta regla las constituyen las ciclasas de lo6 tubos seminiferos 
(14,25) y la de Medicago sativa (alfalfa) (23), que tienen loca- 
lización citoplanmatica. 
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En e u c a r i o t e s  i n f e r i o r e s  y p r o c a r i o t e s ,  l a  ~ o c a l i z a c i G n  
de l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  v a r í a  de un organiomo a o t r o .  
En Escherichia coli ( 3 1 ) ,  e l  80% de l a  a c t i v i d a d  enzirn8- 
t i c a  e s t á  en l a  f r a c c i l n  c i t o s 6 l i c a J  indicando que l a  enzima es 
so lub le  o ,  a l o  sumo, d6bilmente unida a menibraria. En S t rey toco -  
c c u s  s a l i v a r i u s  (32)  e s  c i toplaernát ica y en  e l  caso  de  Bordetella 
p e r t u s s i s  ( 3 3 ) ,  la enzima es excretada a l  medio. 
En hongoo, como en e l  caso de Neurospora crassa (341, l a  
a d e n i l a t o  c i c l a s a  está. asociada dhbilmente a membrana, mientras  
que t a n t o  e n  Mucor rouxii ( 12 ) como erL Trypanosoma cruai ( 22 ) , e s  
i n t r í n s e c a  de membrana. 
En l a  Tabla 1, s e  puede v e r  un resilmeri de l a  difitribucióri.  
Y 1ocalizaciGn de d i f e r e n t e s  a d e n i l a t o  c i c l a s a s  de e u c a r i o t e ~  su- 
p e r i o r e s ,  d e f i n i d a s  corno h o l o c i c l a s a s ,  ya que presentan  l a s  subu- 
nidades r e g u l a t o r i a s  y l a  c a t a l i t i c a .  Son regu lab les  por  hormo- 
nas ,  GTPj GPP(NH)P, f o r s k o l i n a ,  e t c .  
En l a  t a b l a  2 s e  resumen l a s  a d e n i l a t o  c i c l a s a s  de euca- 
r i o t e s  i n f e r i o r e s  y b a c t e r i a s ,  que Uon t í p i c a s  p r o t o c i c l a s a s ;  
presentan s ó l o  e l  componente c a t a l i t i c o ;  con excepción de l a  en- 
zima de  T. cruai que t i e n e  uri componerrte r e g u l a t o r i o  rudimenta- 
r i o .  
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Los s i s t e m a s  c e l u l a r e s  t r a n s d u c t o r e s  d e  l o s  e s t í m u l o s  
e x t e r n o s  eri se f i a les  i n t r a c e l u l a r e ~  son l o s  componentes e s e n c i a l e s  
de l a  membrana p lasrnt i t ica .  
Un paradigma que s u r g e  de  e s t o s  "sistemas transmembrana" 
es que  genera lmente  i n v o l u c r a n  tres componentes d i s t i n t o s .  
l .  Recep tores  e s p e c í f i c o s  expues to s  en  l a  c a r a  e x t e r n a  d e  l a  
membrana c e l u l a r ,  que  reconocen e i n t e r a c t ú a n  con hormonas o 
d r o g a s ,  o  responden a  e s t í m u l o s  e x t e r n o s  como l a  l u z .  
S .  Las p r o t e í n a s  t r a n ~ d u c t o r a s  que  unen e h i d r o l i z a n  GTP, se i n -  
t e rponen  f í s i c a  y func iona lmente  e n t r e  muchos r e c e p t o r e s  y 
mol6culas  e f e c t o r a s .  E s t a s  son p r o t e í n a s  r e g u l a t o r i a s ,  llama- 
d a s  " p r o t e í n a s  G" ( 4 2 ) .  3 
- I 
3 .  Enzimas e f e c t o r a s  e x p u e s t a s  a l a  c a r a  c i t o p l a s m á t i c a ,  como l a  
a d e n i l a t o  c i c l a s a ,  que  gene ra  un segundo mensa je ro ,  e l  AMP 
c í c l i c o  ( 4 1 ) .  
E x i s t e n  g r a n  v a r i e d a d  d e  hormonas que  e j e r c e n  s u  a c c i ó n  
c e l u l a r  a  t r a v é s  de  l a  a d e n i l a t o  ciclasa ( 2 4 ) ;  l a  mayoría d e  e- 
l l a s  ejerce un e f e c t o  a c t i v a d o r ,  m i e n t r a s  que o t r a s ,  e j e r c e n  un 
e f e c t o  i n h i b i t o r i o  s o b r e  l a  enzima ( 4 3 , 4 4 ) .  Los avances  r e c i e n t e s  
en  e l  e s t u d i o  d e  l a  s u p e r f i c i e  c e l u l a r  han e l evado  l a  i d e n t i -  
f i c a c i b n  d e  po r  l o  menos c u a t r o  c l a s e s  f u n c i o n a l e s  d e  r e c e p t o r e s :  
a q u e l l o s  que  p r e s e n t a n  a c t i v i d a d  a ,  l o s  que  
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ociados a l o s  canales  de iones ,  l o s  que median l a  in te rna l i zac iGn  
d e l  l igando y l o s  que c a t a l i z a n  e l  intercambio de nucle8t idos  de 
guanina mediante las p r o t e í n a s  G ,  en respues ta  a l a  unión con e l  
l igando ( 4 5 ) .  
Dentro de e s t o s  úl t imos e x i s t e n  l o s  llamados recep to res  
P-adrenergicos ( 4 6 ) ,  que e s t á n  a ~ o c i a d o s  a l a  estimulaciGn de l a  
a d e n i l a t o  c i c l a s a  y l o s  a-adrenérgicos o muscarínicos ( 4 7 ) ,  aso- 
c iados  a l a  inh ib ic ion  de l a  enzima. 
Estos r ecep to res  s e  han pur i f i cado  a homogeneidad (48-50)  
y r e c o n s t i t u í d o  con p r o t e í n a s  G en v e s í c u l a s  de f o s f o l í p i d o s  
( 5 1 ) .  Se ha es tudiado su regulaci8n por modificación covalente  
( 5 2 )  y ,  recientemente,  s e  han a i s l a d o  y secuenciado l o s  genes y/o 
CUNAS ( D N A s  copia)  de  t r e ~  de  lo^ cua t ro  sub t ipos  ( 5 3 - 5 8 ) . .  
Esta f a m i l i a  de r ecep to res  e jempl i f icada  por  l o s  recepto-  
r e s  adrenergicus ,  incluye también a l a  rodopsina,  que e a t á  aco- 
plada v í a  l a  pro te ína  G ,  t ransducina ,  a una f o s f o d i e s t e r a s a  de 
GMP c í c l i c o  ( 5 9 ) ,  y e s  pos ib le  que l o s  r ecep to res  de l a s  sus tan-  
c i a s  o d o r í f e r a s  formen p a r t e  de e s t e  grupo ( 6 0 ) .  
Se ha deducido l a  secuencia aminoacídica para l o s  recep- 
t o r e s  pi ( 5 6 ) ,  Pz ( 5 3 , 5 4 )  y a2 ( 5 7 ) .  Los recep to res  adren6rgicos 
y relacionados son pro te ínas  i n t e g r a l e s  de membrana que requieren  
de te rgen tes  para  su s o l u b i l i z a c i 8 n .  
En e l  diagrama de l a  Figura 1 s e  puede observar  como es -  
t o s  r ecep to res  e s t á n  dispuestoe en l a  membrana p lasmat ica .  
Todos l o s  receptores  presentan s i e t e  tramos transrnembra- 
na ,  de 20 a 2 8  aminoácidos h idrof6bicos ,  que e s t á n  conservados.  
Otras  zonas como l o s  loop6 c i top lasmát icos  C-1 y C - 1 1  e s t á n  razo- 
nablemente conservados.  Los dominios e x t r a c e l u l a r e s ,  e l  loop ci-  
toplasmático C - 1 1 1  y e l  ca rbox i lo  t e rmina l  son d ive rgen tes .  
Tienen uno o más s i t i o s  p o t e n c i a l e s  de N-glicoei laci6n 
ce rca  d e l  N-terminal, y s i t i o s  po tenc ia les  de f o e f o r i l a c i 6 n  en 






Figura 1: Representación esquemática de la posible organización 
de los receptores adrenérgicos.Segmentos M-1 a M-VII, 
tramos transmembrana; aminoterminal y loops E-1, E-11 y 
E-111, expuestos a la superficie extracelular; carboxi- 
lo terminal, Joops C-1, C-11 y C-111, expuesto6 a la 
cara citoplasmátiaa 
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E s t e  a r r e g l o  transmembrana que se propone,  es e s p e c u l a t i -  
vo y esta basado en l o s  e s t u d i o s  de  h i d r o f i l i c i d a d  d e  l a s  secuen- 
cias de  aminoácidos.  
Hay e v i d e n c i a s  que s u g i e r e n  que las  r eg iones  conservadas  
transmembrana e s t á n  invo luc radas  en l a  uniGn a  l o s  l i gandos  y l o s  
dominios c i t o p l a s m á t i c o s  e s t á n  acoplados  a  l a s  p r o t e í n a s  regula -  
t o r i a s ,  pe ro  h a s t a  e l  momento l o s  r e s u l t a d o s  son p r e l i m i n a r e s  
(61) 
Los r e c e p t o r e s  e s t á n  s u j e t o s  a v a r i a s  formas de  r egu la -  
ciOn. Cuando una hormona e s t i m u l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a ,  l o s  n i v e l e s  
i n t r a c e l u l a r e s  de AMP c í c l i c o  aumentan, l a  p r o t e í n a  q u i n a s a  A se 
a c t i v a ,  y e l  r e c e p t o r  0-adrenérgico s e  f o s f o r i l a .  E s t e  impor t an t e  
mecanismo es e l  que se conoce con e l  nombre de d e s e n s i b i l i z a c i ó n  
- 
h e t e r 6 l o g a  ( 5 2 ) .  
- 
En l a  F igura  2 s e  puede obse rva r  un modelo de  l o s  even tos  
molecu la res  involucrados  en l a  d e s e n s i b i l i z a c i ó n  hom6loga d e l  re- 
c e p t o r  P-adrenérgico.  La f o s f o r i l a c i e n  y e l  desacople  f u n c i o n a l  
de  l o s  r e c e p t o r e s  de l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  a c t i v a d a  o c u r r e  luego 
que e l  a g o n i s t a  s e  ha acoplado a  su  r e c e p t o r .  Pos t e r io rmen te ,  e l  
r e c e p t o r  e s  i n t e r n a l i z a d o  d e n t r o  de  l a s  c é l u l a s  en v e s í c u l a s  y a- 
llí d e s f o s f o r i l a d o ,  regenerado y r e c i c l a d o .  
111.2. -te cata- * .  
E l  componente c a t a l i t i c o  de  l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  e s  e l  
encargado de c a t a l i z a r  l a  convers ión  de ATP a AMP c í c l i c ' o ,  ' en 
p r e s e n c i a  de c a t i o n e s  d i v a l e n t e s .  
Aunque se ha progresado mucho en l a  r e s o l u c i ó n  bioquímica 
de l o s  componentes de  l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  de e u c a r i o t e s ,  l a  pu- 
r i f i c a c i ó n  de l a  subunidad c a t a l í t i c a  es l a  que mayores d i f i c u l -  
t a d e s  ha  p re sen tado .  
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Figura S :  Modelo de desensibilización homóloga de receptores.BAR, 
receptor P-adrenérgico; Ns, subunidad estimulatoria de 
la adenilato ciclasa; C, subunidad catalítica de la a- 
denilato ciclasa; B-ARK, quinasa del receptor B-adre- 
nérgico. 
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E l  d e ~ c u b r i ~ l i e n t o  d e l  d i t e r p e n o  f u r s k o l i n a ,  que a c t u a  e s -  
t imulando l a  a d e n i l a t o  ciclasa en p repa rac iones  l i b r e s  d e l  compo- 
nen te  r e g u l a t o r i o  Gs, l l e v a r o n  a  Seamon y Daly ( 6 2 )  a  e s p e c u l a r  
que 4 s t e  a c t u a  d i r ec t amen te  sob re  l a  enzima. Siguiendo esta pau- 
t a ,  P f e u f f e r  y Metzger ( 6 3 ) ,  p repararon  una columna de a f i n i d a d ,  
7-O-hemisuccinildeacetil-forskolina-agaroa que f u e  u t i l i z a d a  
por  Smigel ( 6 4 )  pa ra  p u r i f i c a r  l a  subunidad c a t a l í t i c a  de  l a  ade- 
n i l a t o  c i c l a s a  de c e r e b r o  bovino,  l i b r e  de  l a  subunidad e s t imu la -  
t u r i a  de  l a  enzima. 
Él hecho de  que una p r o t e í n a  G e s t u v i e r a  i nvo luc rada  en  
mecanismos de sef ia les  transmembrana f u e  suge r ido  po r  Rodbel l ,  
Birnbaumer y c o l ,  en 1971 ( 6 5 ) ,  debido a  que se descubr ió  e l  re- 
quer imien to  de  GTP pa ra  l a  a c t i v a c i ó n  hormonal de  l a  a d e n i l a t o  
c i c l a s a .  
L a  p u r i f i c a c i b n  de las  p r o t e í n a s  G (66 )  que e s t á n  a ~ o c i a -  
da8 a  l a  enzima, l a  capacidad de c i e r t a s  t o x i n a s  de  ADP-ribosilar  
(67-72 ) p r o t e í n a s  G e s p e c í f i c a s  ( t o x i n a  d e l  c ó l e r a  y pertussis), 
l a  p u r i f i c a c i ó n  de l o s  r e c e p t o r e s  0-adren6rgicos  ( 4 9 )  y por  su- 
pues to  de  l a  & d e n i l a t o  c i c l a s a ,  han dado una v a c t a  información 
m b r e  l o s  mecanismos rnoleculare6 por l o s  c u a l e s  se t r ansducen  se- 
ñ a l e s  d e l  medio e x t e r n o  h a c i a  e l  c i top lasma c e l u l a r .  
La r egu lac ión  de l a  a c t i v i d a d  de l a  a d e n i l a t o  ciclasa e n  
r e s p u e s t a  a agen te s  e s t i m u l a t o r i o ~  ( a d r e n a l i n a ,  ACTH, gonadutro- 
f i n a s ) ,  o  a f ius tanc ias  i n h i b i t o r i a s  ( a g o n i ~ t a s  uz -ad rené rg i cos ) ,  
es mediado po r  d i s t i n t a s  p r o t e í n a s  S, l lamadas G a  ( e s t i m u l a t o r i a )  
y Gi ( i n h i b i t o r i a ) ( F i g u r a  ' 3 ) .  
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ATP cAMP+PPi 
Figura 3. Sistema adenilato ciclasa. Rs, receptor estimulatorio; 
Ri, receptor inhibitorio; USPX, subunidad regulatoria; 
aiI.38, subunidad inhibitoria; C, subunidad catalitica. 
- 
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L a  concenl rac ión  de GMP c í c l i c o  en l o s  segmentos e x t e r n o s  
de l o s  b a s t u n e ~  de l a  r e t i n a ,  de te rminante  c r u c i a l  de  l a  e x c i t a -  
c i 6 n  v i s u a l ,  es regulada  po r  una p r o t e í n a  G l lamada transducina o 
GT, l a  c u a l  a c t i v a  l a  f o s f o d i e s t e r a s a  de  GMP c í c l i c o  en r e s p u e s t a  
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Figura  4 .  Est imulacibn f o s f o d i e s t e r a s a  de GMP c í c l i c o  en l a  ret i -  
n a .  RHO, rodops ina ;  TD, t r a n s d u c i n a ;  PDE, f o s f o d i e s t e -  
rasa de GMP c í c l i c o .  
Muchas hormonas movi l izan Caz+ i n t r a c e l u l a r  por  ,-a habi -  
l i d a d  de h i d r o l i z a r  e l  f o s f a t i d i l  i n o s i t o l  4 , s - d i f o s f a t o  ( P I P z )  a 
inositol-1,4,5-trifosfato ( I P 3 )  (73 ,741 ,  mediante l a  f o s f o l i  a s a  B 
C ( P L C )  que e s t á  i n f l u e n c i a d a  po r  n u c l e ó t i d o s  de guanina .  L a  es- 
t imu lac ión  de l a  PLC mediada por  r e c e p t o r e s  e s t á  probablemente a- 
soc i ada  a  p r o t e í n a s  G .  Un modelo s imple  propone que, una vez f o r -  
mado e l  IP3 y e l  d i a c i l g l i c e r o l  (DG), é s t o s  s i r v e n  como segundos 
- 
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mensajeros, el primero ( I P 3 )  para liberar las reservas de Caz+ 
intracelular y el segundo (DG) activaría la proteina quinasa C ,  
dependiente de fosfolípidos ( 7 5 ) ,  modelo que no está probado. En 
la Figura 5 se puede observar un esquema de esta modelo. 
Figura 5. Estimulación de la PLC mediada por receptor.aiAR, re- 
ceptor; a p f 3 8 ,  proteína G; PLC, fosfolipasa C; PIPz, 
fosfatidil inositol 4,s-dipúsfato ; IP3, inositol 1,4,5 
trifosfato; DG, diacilglicerol. I 
~ 
También hay evidencias recientes done 'd se ve la po~ibili- 
dad de que las proteínas G ejerzan un control! sobre la función de 
canales iónicos (74). 
La8 proteínas G son heterotrímeros, con subunidades de- 
signadas a, P y 8 en orden decreciente de ma a. Las subunid-ades a 
difieren claramente dentro de loa miembros d esta familia y ,  al 
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menos p o r  el 'momento, d e f i n e n  l a  p r o t e í n a  G .  Las subunidades  P Y 
3 probablemente aean compart idas  e n t r e  a lgunas  subunidades a p a r a  
formar ol igómeros  e s p e c í f i c o s .  
E l  p o r c e n t a j e  de  i d e n t i d a d  de secuenc ia  e n t r e  l a s  subuni-  
dades a v a r í a  e n t r e  35 y 94% y t i e n e n  82 aminoácidos i n v a r i a n t e s  
( 1 4 5 ) .  L a  mayoría de  l a s  r eg iones  que p r e s e n t a n  s e c u e n c i a s  
a l t amen te  conservadas  se h a l l a n  c e r c a ,  de l a s  zonas que p a r t i c i p a n  
en l a  i n t e r a c c i ó n  con l o s  nuc leGt idos  de  guanina .  
Las bases  de e s t a s  p red i cc iones  provienen de e s t u d i o s  
b i o f í s i c o s  r e a l i z a d o s  con l a  e s t r u c t u r a  c r i s t a l i n a  de  l a  forma 
GDP d e l  Ef-Tu (231)  y  t r a b a j o s  g e n é t i c o s  ap l i cando  mutaciones en 
p r o t e í n a s  Ras, que a f e c t a n  l a s  i n t e r a c c i o n e s  con l o s  n u c l e ó t i d o s  
de  guanina .  E s t a s  dos  e s t r a t e g i a s  han apor tado  r e s u l t a d o s  comple- 
mentar ios  y han pe rmi t ido  i d e n t i f i c a r  c i n c o  r eg iones  de  homología 
que son c r u c i a l e s  en l a  i n t e r a c c i ó n  con l o s  n u c l e ó t i d o s  de  guani-  
n a .  Son l a s  l lamadas A, C ,  E ,  G ,  e  1, según l a  nomenclatura de 
Hal l iday  ( 1 6 2 ) .  Regiones aná logas  s e  pueden e n c o n t r a r  e n  l a s  pro- 
t e í n a s  G ( 2 7 4 ) .  
Gaa 
G s  se d e f i n i ó  funcionalmente  po r  su  capac idad  de a c t i v a r  
l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a .  En s u  p u r i f i c a c i ó n  s e  encon t rb  que era una 
\ mezcla de  dos oligómeros que d i f e r í a n  en  l a  subunidad a (Peso  mo- ' 
-- * 
l e c u l a r  a p a r e n t e  en g e l e s  SDS-pol iacr i lamida,  5 2 0 0 0  45000),  y 
que pose ían  subunidades @ y X i n d i s t i n g u i b l e s  ( 6 6 , 7 6 ) .  Se c lona-  
ron l o s  c D N A s  de c e r e b r o  bovino ( 7 7 ) ,  a d r e n a l  bovina (78 )  y cere- 
b ro  de  r a t a  ( 7 9 ) .  Se v i o  que las  secuenc ia s  p a r a  estas dos  va- 
-
r i a n t e s  e r a  i d é n t i c a  y que d i f e r í a n  en l a  a l t e r a c i ó n  de dos  y l a  
d e l e c i ó n  d e  14 aminoácidos,  p o r  l o  que s e  p l a n t e a  que ambos pro- 
v ienen  \+ e  un mismo gen ,  y s u s  m R N A s  son producto de  un splicing 
a l t e r n a t i v o  ( 7 4 ) .  
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La p r o t e í n a  GS f u e  p u r i f i c a d a  también u t i l i z a n d o  cromato- 
g r a f í a  de a f i n i d a d  de GTP-Sepharosa (80). Su pape l  e s t i m u l a t o r i o  
s e  ha probado cuando s e  r e c o n s t i t u y ó  e l  s i s t ema  a d e n i l a t o  ciclasa 
en v e s í c u l a s  de f o s f o l i p i d o s  a p a r t i r  d e  l o s  componentes p u r i f i -  
c a d o ~ ,  r ecep to re6  P - a d r e n é r g i c o ~ ,  G a  y l a  c i c l a s a  ( 8 1 ) .  Su act i -  
v idad  r e g u l a t o r i a  e s t á  determinada p o r  l a  capacidad de l a  subuni-  
dad G a u  de u n i r  e  h i d r o l i z a r  GTP. L a  t o x i n a  d e l  c ó l e r a  in te r rumpe  
l a  s e ñ a l  de  t r ansducc ión  porque ADP-ribosila a Gsa, i nk ib i endo  de 
esta manera s u  a c t i v i d a d  de GTPasa i n t r i n s e c a .  
Recientemente,  s e  ha a i s l a d o  y  c a r a c t e r i z a d o  e l  gen de  l a  
subunidad a de Ga humana, a  p a r t i r  de  una b i b l i o t e c a  gen6mica hu- 
mana, u t i l i z a n d o  como sonda p a r a  d e t e c t a r l o  un c D N A  de  r a t a ,  y  se 
v i o  que este gen e s  de a l r e d e d o r  de  20 Kb y esta compuesto de  13 
exones y  12 i n t r o n e s  (82). 
Se s u g i e r e  tambien,  que debido a l a  o rgan izac ibn  d e l  gen ,  
ex8n- in t rón ,  e x i s t i r i a n  c u a t r o  t i p o s  de R N A s  mensajeroe,  que ya 
fueron  encont rados  po r  Bray y  c o l .  (83), que d e r i v a n  de un s o l o  
gen por  e l  mecanismo que s e  conoce b a j o  e l  nombre de  "spJicing 
a l t e r n a t i v o "  a p a r t i r  de  un mRNA p r e c u r s o r .  Es to  e x p l i c a r í a  p o r  
q u e ,  v a r i o s  a u t o r e s  encuent ran  más de una e s p e c i e  de  cDNA cuando 
s e  p re t ende  c a r a c t e r i z a r  las  Gsa. 
Gia 
L a  p r o t e í n a  G i a  f u e  v i s u a l i z a d a  por  pr imera  vez como un 
s u ~ t r a t o  de 41 Kd p a r a  l a  ADP-ribosilación po r  la  t o x i n a  pertu- 
ssis. L a  p r o t e í n a  o l igomér ica  Gi f u e  p u r i f i c a d a  de  h ígado  de  co- 
nejo ( 8 4 , 8 5 )  y e r i t r o c i t o s  humanos (86,87). Aunque l a  subunidad a 
de G i  e6  d i ~ t i n t a  a l a  de  Ga, l a  subunidad P es aparentemente  i- 
d 6 n t i c a  (88). También se d e t e c t 6  l a  subunidad 8 ( 7 5 ) .  
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Las propiedades funcionales  a t r i b u í h l e s  a  Gi fueron dedu- 
c i d a s  por  r econs t i tuc ión  de l a  p ro te ína  de hígado de conejo y las 
membranas de l a s  c 6 l u l a s  de linfoma S49 ( 8 9 , 9 0 ) .  
Se han p u r i f i c a d o  Gi de ce rebro  bovino (91,92) y de r a t a  
( 9 3 ) ,  pero e x i s t e  heterogeneidad de s u s t r a t ú  para l a  t ox ina  per 
t u s s i s .  
Nukada y c o l .  (94)  p u r i f i c a r o n  l a  G i a  ( a 4 1 )  de cerebro  
bovino y determinaron su secuencia  aminoacídica por  p6pt idos  
t r í p t i c o s .  I t o h  y o o l .  (79)  a i s l a r o n  un c lon  de cDNA de una b i -  
b l i o t e c a  de glioma C 6  de r a t a  y encontraron que l a  secuencia  de 
aminoAcidos deducida d i f e r í a  en aproximadamente un 11% de l a  en- 
contrada por  Nukada e t  a l  ( 9 4 ) .  
Aparentemente, tarnbi6n l a s  subunidades Ui presentan  c i e r -  
t a  heterogeneidad,  y e s t e  hecho también s e  puede observar  en ce- 
rebro  humano, donde s e  han encontrado dos c lones  para  l a  subuni- 
dad a de G i  ( 9 5 ) .  
Bourne y su  grupo (96)  construyeron l a  primera cadena a 
quimérica,  que posee e l  extremo NHz-terminal de Ui y e l  COOH-ter- 
mina1 de as, ambos murinos. Eete cDNA de l a  subunidad a recombi- 
nante  e s t á  clonado en un vec to r  r e t r o v i r a l  y con 61 t r a n s f e c t a r o n  
c é l u l a s  S 4 9  CYC- ( d e f i c i e n t e s  en c i c l a s a )  y demostraron que ,  a l  
responder e l  h í b r i d o  a i / ~ a  a l a  e ~ t i m u l a c i O n  de a d e n i l a t o  c i c l a e a  
v í a  e l  r ecep to r  adrenergico,  s e r í a  e l  dominio C00H-terminal de l a  
subunidad a a  l a  que ee acopla a1 r e c e p t o r ,  para  mediar es ta  res- 
puesta  e s t i ~ ~ u l a t o r i a .  I; 
G T  o t ransducina  ( T )  es uno de l o s  conponentee mayurita- 
r i o ~  de l o s  d i scos  de l o s  segmentos ex te rnos  de l a  r e t i n a  y s e  
p u r i f i c a  s i n  e l  uso de de te rgen tes  (97). L a  d i s p o n i b i l i d a d  de an- 
t i cue rpos  c o n t r a  l a  ~ u b u n i d a d  a de T y e l  conocimiento p a r c i a l  de 
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s u  secuenc ia  aminoac íd ica ,  ha pe rmi t ido  e l  clonado de  DNAs c o p i a  
por v a r i o s  l a b o r a t o r i o s  ( 7 4 ) .  Se han e luc idado  dos  s e c u e n c i a s  que 
d i f i e r e n  aproximadamente en un 20% ( G T U I ,  G ~ a z ) .  Se cree que e5- 
t a s  i soformas a c t u a r í a n  en 10s ~ e g m e n t o s  e x t e r n o s  ( G ~ a i )  y en l o5  
conos ( G T ~ s ) ,  cumpliendo r o l e s  semejan tes .  
En l a  Figura  6 s e  puede ver  esquemat izada,  l a  t r ansduc -  
c i ó n  d e  las  s e ñ a l e s  e x t e r n a s  a t r a v 6 s  de  las p r o t e í n a s  G y s u  
p o s t e r i o r  e f e c t o  sob re  las  p r o t e í n a s  e f e c t o r a s .  
Goa 
Durante 10s i n t e n t o s  de p u r i f i c a r  G i  de c e r e b r o ,  S t e r n -  
w e i s  y Robishaw (91), encon t r a ron  una p r o t e í n a  que un ía  GTP y era 
f i u s t r a t o  de l a  t o x i n a  pertussis, y que p o s e i a  una subunidad a de  
peso molecular  a p a r e n t e  39000 y subunidades  l3 y X i d e n t i c a s  a a- 
q u é l l a s  de  Ga y G i  . A e s t a  nileva p r o t e í n a  G se l a  llan16 Go ( o  = 
o t r a  p r o t e í n a  G )  y hay e v i d e n c i a s  de  que no e6 un produc to  de  
p r o t e ó l i s i s  de  G í .  I t o h  y c o l .  ( 7 9 )  c lona ron  G o a  de  c e r e b r o  de  
ra ta .  
Aunque l a  func ión  de  GO es desconocida,  s u  e x i ~ t e n c i a  am- 
p l í a  e l  panorama de las   funcione^ que t i e n e n  esta f a m i l i a  de  pro- 
t e i r i a s .  
Otras proteínas G 
Se ha d e s c u b i e r t o  rec ien temente  una p r o t e í n a  G i  l lamada 
G p  a i ~ i a d a  de  p l a c e n t a  humana, con un peso molecular  a p a r e n t e  de 
e' 
21000 ( 9 8 ) .  También se ha a i s l a d o  una p r o t e í n a  simi1a.r a esta de 
25000 D de c e r e b r o  bovino ( 9 9 ) .  E s t a s  p r o t e í n a s  unen GTP, pero e5 
dudosa s u  ADP-ribosilación po r  t o x i n a  pertussis  y tampoco se ha 
- -- 
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Figura 6. Esquema de transducción de señales 
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Existen o t r a s  p r o t e í n a s  que unen GTP como l a  p r o t e i n a  
p 2 l r a s  y su  hom6loga en S. c e r e v i s i a e ,  R A S 2  que t i e n e  a c t i v i d a d  
de GTPasa y se ADP-ribosila con l a  tox ina  d e l  c 6 l e r a .  E s t a  Ú l t i m a  
e s t a r í a  implicada en l a  regulaci6n de la  a d e n i l a t o  c i c l a s a  (100). 
La p u r i f i c a c i ó n  de G a ,  T y G i  ha revelado l a  presencia  de  
po l ipbp t idos  de 35 KD s i m i l a r e s ,  asociados a m a s  de una subunidad 
a d i f e r e n t e .  C l i v a j e s  p r o t e o l í t i c o s  de subunidades 13 a i s l a d a s  de 
Ga, T y G i  dan mapae pep t id icos  idbn t i cos  (88 ,101) .  Varios a n t i -  
sueroE an t i - t r ansduc ina  no d i s t inguen  e n t r e  subunidades F3 prove- 
n i e n t e ~  de d i s t i n t a s  p r o t e í n a s  G (102) .  Clonefi de cDNA a i ~ l a d o s  
de genutecas de r e t i n a  bovina e hígado humano, presentan  i d b n t i c a  
eecuencia de aminoácidos (103-105). Pero s e  sabe que e x i e t e  cier- 
t o  n i v e l  de heterogeneidad de l a  subunidad P ,  ya que ésta &ede 
s e r  r e s u e l t a  en un doble te  de 35 kD/36 kD (035/@36) por e l e c t r o -  
f o r e s i s  en g e l e s  de SDS-poliacrilamida. Es te  dob le te  s e  encontró 
en subunidades I3 provenientes  de G a ,  T y G i  ( 5 1 , 9 1 ) .  
Recientemente s e  ha demostrado que l a s  subunidades P35 y 
P36, llamadas 8 2  y P i  respectivamente,  e s t h  cod i f i cadas  por dos 
genes d i f e r e n t e s  ( 1 0 6 ) .  La r e l a c i ó n  que e x i s t e  e n t r e  0 2  y D i  s e  
desconoce. Cohen y c o l .  ( 9 4 )  sos t i enen  que l o s  genes - L3z y & ma- 
pean en d i s t i n t o s  cromosomas en e l  genoma humano. 
Subunidades 8 
Primeramente s e  reconoci6 l a  subunidad X de G T  (85,107), 
pero su  de tecc i6n  como un componente de G a  y G i  s e  r e t r a s ó ,  ya 
q u e  esta p r o t e í n a  no s e  t e ñ í a  fác i lmente  en g e l e s  de p o l i a c r i l a -  
mida. Se han clonado y secuenciado cDNAs de l a  subunidad 8 de G t  
(108,109) ;  tambien s e  ha secuenciado l a  p ro te ina  (110) .  
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GTX posee posee 74  r e ~ i d u o s  aminoacídicos  (Mrz8400), es 
muy h i ~ l r o f ~ l i c a  y a c i d i c a .  Ant icuerpos  c o n t r a  GTX no reconocen 
subunidades X de  o t r a 6  f u e n t e s .  E s  probable  que  lo^ bae tones  de 
l a  r e t i n a  tengan d i s t i n t a s  subunidades j3 y X ,  mien t r a s  que las  
p r o t e í n a s  G ,  en c é l u l a s  que expresan  esenc ia lmente  t o d a s  las  Gs, 
G i  u v a r i a 6  G o ,  compartan un complejo BX común. 
D e  t o d a s  maneras, hay e v i d e n c i a s  que en prepa rac iones  de  
p r o t e í n a s  G de c e r e b r o  e x i s t e n  m ú l t i p l e s  subunidades  X (91). 
Rodbell  en  e l  año 1970 (111) d e s c r i b i ó  un modelo p a r a  e l  
s i s t ema  a d e n i l a t o  c i c l a s a ,  compuesto p o r  un d i sc r iminador  hormo- 
n a l  o  r e c e p t o r ,  un t r a n s d u c t o r  y  un ampl i f i cador  o  unidad c a t a l f -  
t i c a .  E l  conjunto  c o n ~ t i t u y e  l a  unidad de t r a n s f e r e n c i a  d e  i n f o r -  
maci6n d e l  s i s t ema  a d e n i l a t o  c i c l a s a  (F igu ra  7 ) .  
La p r e s e n c i a  de e s t e  t r a n s d u c t o r  o  p r o t e í n a  r e g u l a t o r i a ,  
capaz de  e s t a b l e c e r  un nexo e n t r e  l a  c a r a  e x t e r n a  de la  membrana 
y l a  oubsecuente a c t i v a c i ó n  de l a  enzima, no t e n í a  basamento ex- 
p e r i m e n t a l ,  h a s t a  que poco después ,  Rodbell  demostró e l  r e q u e r i -  
miento de  n u c l e b t i d o s  de  guanina pa ra  l a  a c t i v a c i ó n  hormonal de  
l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  ( 6 5 ) .  Es tud ios  r e a l i z a d o s  empleando aná logos  
no h i d r o l i z a b l e s  de GTP, t a l e s  como GPP(NH)P, GTP-&S, demostra- 
ron que l a  a c t i v a c i ó n  de la  enzima s e  produc ía  en  ausenc ia  de  
hormona (112 ,113) .  
C a c s e l l  y Bel inge r  h a l l a r o n  una a c t i v i d a d  de  GTPasa e n  
membranas de e r i t r o c i t o  de  pavo, e s t i m u l a b l e  p o r  ca t eco laminas ,  e 
inki ibible  p o r  t o x i n a  d e l  c ó l e r a  ( 1 1 4 ) .  
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Figura  7 .  Unidad de t r a n s £ e r e n c i a  de  informaci6n d e l  sistema ade- 
n i l a t o  ciclasa. 
E n  base  a  s u s  h a l l a z g o s ,  l o s  a u t o r e s  p ropus ie ron  un mode- 
l o  (F igu ra  8 ) ,  según e l  c u a l  e l  e s t a d o  a c t i v o  de  l a  enzima es e l  
complejo a d e n i l a t o  c i c l a s a  GTP, l a  a c t i v i d a d  de GTPasa d i s o c i a  
d i cho  complejo.  La i n h i b i c i 6 n  de l a  h i d r ó l i s i s  d e l  GTP po r  l a  t o -  
x i n a  d e l  c ó l e r a ,  o  e l  reemplazo de  GTP por  un aná logo  no h i d r u l i -  
z a b l e ,  p r o d u c i r i a n  una s u s t a n c i a l  a c t i v a c i 8 n  de l a  a d e n i l a t o  ci- 
c l a e a  po r  e s t a b i l i z a c i G n  d e l  complejo a n t e d i c h o .  
En e l  año 1977, P f e u f f e r  ( 8 0 )  l 0g r6  p u r i f i c a r ,  po r  crorna- 
t o g r a f í a  de  a f i n i d a d  de GTP-Sepharosa, una p r o t e í n a  que a p a r e c i a  
pa rc i a lmen te  r e s u e l t a  de  l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a .  Esta p r o t e í n a  pudo 
ser r e c o n ~ t i t u í d a  en membranas plasm¿5ticas d  l infoma S 4 9  ( c y c - ) .  
Pos t e r io rmen te ,  s e  d.emostr8 q u e  est  s c 6 l u l a s  no t e n í a n  
subunidad e s t i m u l a t o r i a  de l a  a d e n i l a t o  cic l  sa (115-117).  
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Figura 8 .  Modelo de l a  regulación de l a  a c t i v i d a d  de l a  a d e n i l a t o  
c i c l a s a .  Cassel  y Se l inger  ( 1 1 4 ) .  
Esta p r o t e í n a  llamada N o G/F s e  i d e n t i f i c 6  como l a  subu- 
nidad e s t i m u l a t o r i a  de l a  a d e n i l a t u  c i c l a s a .  
Como se puede observar  en l a  Figura 9 ,  e l  agon i s t a  se une 
a l  r ecep to r  y e l  complejo HRN (hormona, r e c e p t o r ,  p r o t e í n a  N ) ,  
a c t i v a  l a  p ro te ína  N ,  l a  c u a l  r equ ie re  que s e  l e  una GTP para  s u  
es t imulac ión .  L a  a c t i v i d a d  de  GTPasa i n t r í n s e c a  de N, o l a  aso- 
c i ac ión  de N con C ,  que también h i d r o l i z a r í a  e l  GTP, s e r í a n  l o s  
mecanismos moleculares que se proponen para  l a  desac t ivac ión  d e l  
s i s tema ( 4 1 ) .  
H.R. 
0 
GDP 1 / GTP 
A p a r t i r  d e l  descubrimiento de l a  p r o t e í n a  N i  (subunidad 
i n h i b i t o r i a  de la  a d e n i l a t o  c i c l a s a  por t k c n i c a s  semejantes  a l as  
empleadas pa ra  N a  ( p r o t e i n a  N )  y su  propiedad de ADP-ribosilarse 
con l a  t o x i n a  pertussis (84-57),  e l  modelo de regulac ión  de l a  
enzima s e  pudo ampliar  a l  esquema que se ve en la  Figura 10. 
A medida que lo6 d i s t i n t o s  componentes d e l  s i s tema adeni-  
l a t o  c i c l a s a  fueron pur i f i cados  y r e c o n s t i t u i d o s  ( v e r  Tabla 21, 
se obtuvo informacibn respec to  de l a  forma en que & t o s  i n t e r a c -  
tuaban e n t r e  sí para  l l e g a r  a un complejo s i s tema de regulac i6n  
de l a  enzima (Figura  11). 
Figura 9 .  Esquema de regulac iún  de l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  ( 4 1 ) .  
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Subunidad ca t a l í t i c a  de l a  
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. Rodopsina 
F o s f o d i e s t e r a s a  de AMP c í c l i c o  
Canal K +  
Rodopsina 
Receptor muscar ínico 
Canal K +  
Fos fú l ipasa  A 2  
F ~ s f o d i e s t e ~ a s a  de AMP c i c l i c o  
Subunidad c a t a l í t i c a  de l a  
a d e n i l a t o  c i c l a a a  
Tabla 2 .   funcione^ de  l a s  suLurlidades a o 08 a i s l a d a s .  Se i n c l u -  
yen e610 r econ~ ; t i t u r , i o r i e s  con coniyonenl;e~ puros  o frag- 
rr~entos d e  ~[~err~brana ( 1 3 0 ) .  
Pasa GTP 
(NAO) Mg 
Figura 11. Sistema de Regulaci6n de la adenilato ciclasa (36). 
Introducción 
En e l  e s t ado  b a s a l ,  l a s  p r o t e i n a s  G e s t a n  en su  forma o- 
l igornérica,  con e l  GDP unido fuertemente a  Gs. Cuando e l  complejo 
hormona-receptor ( H - R )  i n t e racc iona  con l a  p r o t e í n a  G ,  hay un 
cambio conformacional que l l e v a  a  l a  d i soc iac i6n  d e l  GDP. E l  com- 
p l e j o  H-R-G es un in termediar io  presumiblemente e s t a b l e ,  pero de 
vida  media c o r t a  en presencia  de concentraciones normalmente a l -  
t a s  de GTP. La uni8n de GTP a G a a  c a u s a r í a  e l  desacople d e l  com- 
p l e j o  H-R-G y ,  además, r e d u c i r í a  l a  a f i n i d a d  de Gaa (ahora unida 
a GTP) por e l  complejo PX. E 1  complejo Gaa-GTP a c t i v a r i a  l a  ade- 
n i l a t o  c i c l a s a .  
En l o  que respecta  a l a  inh ib ic ión  d e l  s i s tema,  se ha ob- 
servado que l a  ac t ivac ión  de G i  por análogos no h i d r o l i z a b l e s  de 
GTP, l l e v a  a  l a  d i soc iac ibn  de G i  en G i a  y wd, que l a  i n h i b i c i d n  
depende de l a  presencia  de Ga ( 9 0 ) ,  
En base a l o s  da tos  obtenidos,  Gilman ( 7 4 )  propone que la  
a c t i v a c i ó n  hormonal de G i ,  l l e v a  a  l a  d i soc iac i6n  de t3us subuni- 
dades,  y e l  cornple3o 0% l i be rado  s e  u n i r i a  a G s a ,  inhibiendo de 
e s t a  manera l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a .  Por l o  t a n t o ,  e l  mecanismo de 
i n h i b i c i 6 n  s e r i a  en r e a l i d a d  una desac t ivac ibn .  
- - - 
E s  importante s e ñ a l a r  que en e s t u d i o s  de l a  i n h i b i c i ó n  
hormonal de l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  en c é l u l a s  S 4 9  (no t i e n e n  Gsa) ,  
s e  ha observado un pequeño e f e c t o  i n h i b i t o r i o  de Giu-GTP-8-S 
(92), l o  que ha l levado a  algunos au to res  a  suponer que l a  Gia 
t e n d r í a  un r o l  más d i r e c t o  en l a  i n h i b i c i 6 n  de l a  a d e n i l a t o  ci- 
c l a s a .  
L a  desac t ivac ión  de l a  p ro te ina  G ,  e s  d e c i r  l a  termina- 
ciGn de  l a  s e ñ a l ,  Be debe a l a  a c t i v i d a d  GTPasa dependiente de 
Mgz+ d e l  complejo GSU-GTP, l o  c u a l  l l e v a r i a  a l a  reasociac ión  de  
Gsa-GDP con P8 para formar Ga-GDP, quedando, de e s t a  manera, com- 
p l e t o  e l  c i c l o .  
L o s  e s t u d i o s  de AMP c í c l i c o  y l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  en eu- 
c a r i o t e s  i n f e r i o r e s  han permit ido d i l u c i d a r  mecanismos de regula-  
c i6n  relacionados con e l  nuclebt ido ,  y tambien comprender mejor 
e l  comportamiento y las c a r a c t e r í s t i c a s  moleculares de l a  enzima 
responsable  de su s í n t e s i s .  
A cont inuaci6n se d e t a l l a n  algunos de l o s  e s t u d i o s  r e a l i -  
zados con c i e r t o s  organismos, que han r e c i b i d o  una atenciGn espe- 
c i a l  en e l  conocimiento d e l  s is tema AMP c í c l i c o .  
Mucor r o u x i i  es un hongo dimbrfico que a l  s e r  c r e c i d o  en 
condiciones a e r b l i c a s ,  d e s a r r o l l a  forma mice la r ,  mientras  que en 
anaerobios is  adquiere  c a r a c t e r í s t i c a s  levaduriformes.  Se encontr6 
que cuando l o s  c u l t i v o s  pasan de una atm6sfera anaer6bica a una 
aeróbica  se produce una disminución de l o s  n i v e l e s  de AMP c i c l i c o  
y una t r a n s i c i b n  de levadura a l a  forma f i lamentosa ,  t r a n s i c i ó n  
que no ocurre  en presencia  de dibutiril-AMP c í c l i c o  (133). 
Cantore y c o l .  ( 1 2 )  ha l l a ron  que l a  a c t i v i d a d  de adeni la -  
t o  c i c l a s a  disminuye durante  l a s  primeras horas  de germinacibn, 
l o  mismo que l a  a c t i v i d a d  de l a  PDE de AMPc. E 1  n i v e l  de AMP cí-  
c l i c o  l l e g a  a un rninimo en e l  e s t a d i o  de c k l u l a s  redondas y luego 
aumenta cuando e l  tubo germinal s e  a l a r g a ,  h a s t a  l l e g a r  a un pla- 
teau. En e ~ t e  per íodo,  l a  a c t i v i d a d  de  a d e n i l a t o  c i c l a s a  aumenta. 
Blastodiella emersonii e s  un hongo, cuyo c i c l o  sexual  co- 
mienza con una c k l u l a  f l age lada  s i n  pared c e l u l a r  ( zoospora ) ,  que 
en condiciones apropiadas r e t r a e  su  f l a g e l o ,  s i n t e t i z a  pared ce- 
l u l a r  y forma un túbulo  germinal (germinacibn) ,  e l  c u a l  o r i g i n a  
un s i s t e m a ' r i z o i d a l  que c rece  en forma ráp ida  ( f a s e  v e g e t a t i v a ) .  
A l  ago ta r se  l o s  n u t r i e n t e s  se interrumpe l a  f a s e  v e g e t a t i v a  y se 
i n i c i a  l a  esporulac i6n  ( 1 3 4 ) .  
Introducción 
L a  a c t i v i d a d  de a d e n i l a t o  ciclasa cambia d u r a n t e  e l  c i c l o  
d e  v i d a .  En l a  fase v e g e t a t i v a  es muy b a j a ,  aumentando cons ide ra -  
blemente d u r a n t e  l a  esyoru l ac i0n .  Para le lamente  aumenta l a  act i -  
v idad  de f o s f o d i e s t e r a s a ,  e s  d e c i r  que l o s  n i v e l e s  de AMP c í c l i c o  
permanecen c o n s t a n t e s  du ran te  e s t a  t r a n s i c i h  ( 1 3 5 ) .  
Durante l a  germinación,  l a s  a c t i v i d a d e ~  e s p e c í f i c a s  de  l a  
a d e n i l a t o  c i c l a s a  y  de l a  f o ~ f o d i e s t e r a s a  van disminuyendo g ra -  
dualmente;  no o b s t a n t e ,  l a  d e s a p a r i c i b n  de e s t a  ú l t i m a  e s  m a s  
brusca .  Durante l a  p r imera  f a s e  de l a  germiaación,  l a  t r a n s i c i 6 n  
de zoospora a  cYlu la  redonda,  p r e v i a  a l a  a p a r i c i b n  d e l  tubo  ge r -  
mina l ,  l o s  n i v e l e s  de AMP c í c l i c o  aumentan en forma t r a n f i i e n t e  
( 1 3 6 ) .  Jones  y  c o l .  (137) pudieron i n d u c i r  d i c h a  d i f e r e n c i a c i ó n  
de las  zoosporas  con AMPc o  i n h i b i d o r e s  de  la  f o s f o d i e s t e r a s a .  
Es tos  r e s u l t a d o s  s u g i e r e n  un pape l  a c t i y o  d e l  AMPc d u r a n t e  l a  
m o r f o g h e s i s  de B. emersonii . 
E l  c i c l o  de v i d a  d e l  Dictyostelium d i s c o i d e u m  i nvo luc ra  
una f a s e  v e g e t a t i v a  u n i c e l u l a r  ameboí.de y un cuerpo f r u c t í f e r o  
m u l t i c e l u l a r  . En r e s p u e s t a  a l  agotamiento de  l o s  n u t r i e n t e s ,  las  
c h l u l a s  s e  agregan y forman un cuerpo de f r u c t i f i c a c i o n  mul t ice -  
l u l a r  formado p o r  dos  t i p o s  de  c é l u l a s  ( 1 3 8 ) .  L a  agregac ibn  se 
produce por qu imio tax i s .  
E l  primer  qu imio -a t r ac to r  que s e  i d e n t i f i c ó  f u e  e l  AMP 
c í c l i c o  ( 1 3 9 ) ,  que también e s t i m u l a  l a  d i f e r e n c i a c i b n .  En l as  
pr imeras  ho ra s  de  ayuno, l a s  formas ameboides adquie ren  l a  capa- 
c idad  de responder  qu imio tác t icamente  a l  AMPc y t r a n s m i t i r  e s t a  
s e ñ a l  a s u s  v e c i n a s ,  por  s i n t e s i s  y  l i b e r a c i ó n  o s c i l a t o r i a  de 
AMPc. Asociado a e s t e  even to ,  l a  a d e n i l a t o  ciclasa se a c t i v a  e n  
forma t r a n s i e n t e ,  aumentando e l  AMP c í c l i c o  i n t r a c e l u l a r  que s e  
e x c r e t a  a una ve loc idad  p roporc iona l  a s u  concen t r ac i6n  i n t e r n a  
( 1 4 0 ) .  
La a d e n i l a t o  c i c l a s a  de  D. disc~ideum es p a r t i c u l a d a  y 
depende de ATPMgZ+ como s u s t r a t o ,  es es t imulada  po r  Mn2+ e  i n h i -  
b ida  p o r  C a z +  ( 3 7 ) .  
Introducción 
En Paramecium t e t r a u r e l i a ,  t a n t o  l a  o r i e n t a c i h n  como l a  
f r e c u e n c i a  de  b a t i d o  de  l a s  c i l i a s  e s t á  regulado  po r  e l  p o t e n c i a l  
e l é c t r i c o  a t r a v é s  de  l a  membrana p l a smá t i ca  ( 1 4 1 ) .  
 estudio^ con c e l u l a s  perrneabi l izadas  ev idenc ian  que e l  
C a z +  e s  e l  mediador de  l a  depolarisaciún-inversiún de l a  d i r e c -  
c i ó n  de nado de e s t e  protozoo ( 1 4 2 ) . . T r a b a j o s  r e c i e n t e s  demues- 
t r a n  que e l  AMPc incrementa l a  f r e c u e n c i a  y también l a  o r i e n t a -  
c i ó n  d e l  b a t i d o  de las  c i l i a s  ( 1 4 3 ) .  
E l  paramecio posee una a d e n i l a t o  c i c l a s a  que esta l o c a l i -  
zada en l a 6  membranas ci l iares (1441, a c t i v a  con ATPMgz+ como 
s u s t r a t o .  S c h u l t z  et a l  (144)  encuentran que e l  Caz+ i n h i b e  de  
forma no compe t i t i va  a l a  enzima r e s p e c t o  de  ATPMgz+ y no es ac- 
t i v a d a  po r  calmodul ina .  En cambio, Gus t in  y Nelson ( 8 )  encuent ran  
que a  concen t r ac iones  micromolares de C a z +  l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  
se e s t  irnula, y a concent rac iones  mi l imolares  se i n h i b e  . Además, 
encon t r a ron  que l a  enzima e6 i n h i b i d a  po r  a n t a g o n i s t a s  de  calmo- 
d u l i n a ,  y e r o  no demostraron l a  a c t i v a c i ó n  p o r  este f a c t o r .  
Willumsen e t  a l .  descubr i e ron  l a  p r o t e í n a  monomerica 
p S l r a s ,  que une GTP (146)  y s u  hornóloga RAS2 en  Saccharomyces ce- 
revisiae, que a c t i v a  l a  a d e n i l a t o  ciclasa ( 1 4 7 ) .  Se sug i r iG  que 
las  p r o t e í n a s  RAS podr ían  func iona r  como p r o t e í n a s  G .  
S. c e r e v i s i a e  posee una a d e n i l a t o  ciclasa unida  a membra- 
n a ,  s e n s i b l e  a GTP, que es s i m i l a r  en  c i e r t o s  a s p e c t o s  a  l a  e n z i -  
ma de mamíferos. E l  GPPENHIP es más e f e c t i v o  que e l  GTP en la  es- 
t imu lac ión  de l a  enzima, e l  Mnz+ e s t i m u l a  l a  a c t i v i d a d  c a t a l í t i -  
c a ,  no a s í  e l  f l u o r u r o  y l a  t o x i n a  de  c ú l e r a .  
- / 
L a  subunidad c a t a l í t i c a  se conoce corr~o C Y R l  o  CDC35. La 
a s o c i a c i ó n  de l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  a l a  membrana s u g i e r e  que es ta  
responde a una p r o t e í n a  d e t e c t o r a  o  r e c e p t o r a  que es es t imu lada  
p o r  s e n a l e s  e x t e r n a s .  Se p o s t u l a  que ésta s e r í a  e l  p roduc to  d e l  
gen CDC25 ( 9 3 ) ,  aunque parece  no s e r  un r e c e p t o r  c l á s i c o ,  ya que 
-- - 
no está c l a r o  s u  p u t a t i v o  dominio transmembrana. 
Introducción 
En l a  Figura  13  se puede v e r  un eequema d e l  s i s t e m a  ade- 
r i i l a t o  c i c l a ~ a  en  S. cerevdslae. E l  gen de la  enzima e s t á  cloriado 
(145)  y secuenciado ( 1 4 9 ) .  
RAS 2 
Figura  13 .  Esquema d e l  s i s t ema  a d e n i l a t o  ciclasa e n  Sacharomyces 
cerevisiae. 
E l  AMPc cumple a l  menos dos func iones  en  l a  r egu lac ibn  de 
e s t a  l evadura :  como regu lador  nega t ivo  en l a  esporulaci8r i  (150), 
y p o s i t i v o  e n  e l  comienzo d e l  c i c l o  c e l u l a r  ( 1 5 1 ) .  
Lo6 t r a b a j o s  r n B ~  impor tan tes  en cuan to  a  l a  p a r t i c i p a c i s n  
d e l  AMPc en l a  morfog6nesis  de  Neurospora crassa,  correcponden a 
l o s  grupos de  S c o t t  (152,153)  y de Torres (154 ,155) .  E l  primer 
grupo, u t i l i z a n d o  una cepa mutante ( F r )  de  N. crassa ,  logr6 reB- 
taurar l a  morfslogfa salvaje bajo aondiehone& de e ~ u l t i v o  que ha- 
a%an aumsnLar fés n i v e l e s  Sntracefularee de AMPa (1531,  AdemBs, 
~Lfbiaando una Baga a&lvaje &e lagr6 produair mutantse morfof6gi- 
aaB, fenotlpf~aa, agregando a$ medio de cultivo sugtwnaiaa que 
dieminuian e1 n i v e l  i n t r a c e l u l a r  del nuole6t ido c ia l i ca  ( 1 5 2 ) .  
Torres y a o l ,  trabajaron con l a  mutante a r f s p - 1  de  N. 
trama $ dernoetraron que los n i v e l e s  de AMP cdolico son  eguiva- 
l e n t e s  a l  0,5-1% de l o s  encont rados  en  l a  cepa s a l v a j e  (164), y 
determinaron que e l  agregado de AMPc o  dibutiril-AMPO a l  medio de 
c u l t i v a  de l a  mutante,  r e v i e r t e  l a  morfología  a l  f e n o t i p o  s a l v a j e  
( 1 5 5 ) .  
L a  a d a n i l a t o  c i c l a s a  de  N. crassa está débi lmente  a s o c i a -  
da a membrana, es dependien te  de ATPMnzt, i n s e n s i b l e  a f l u o r u r o ,  
GTP,  GPP(NH)P (11 ,156 ,157)  y e n  a c t i v a b l e  po r  Caz+-calmudulina en 
p r e s e n c i a  de ATPMgz+ como s u s t r a t o  ( 3 4 ) .  
E l  Trypanosoma crusi es e l  agen te  e t i o h d g i c o  da l a  a n f e r -  
medad de Chagae. Este pár6siLo pasee un c i c l o  de v i d a  que Envulu- 
cra l a  a l t e r n a n c i a  de dos hudepedes, uno mamífero y un i n s e c t o  
kremathfagu que r e p r e s e n t a  a l  v e c t o r .  E l  T. cruai p r e s e n t a  tres 
e s t a d i o s  d e f i n i d o s  en s u  d e s a r r o l l o :  a rnas t igo te ,  e ~ t a d í o  ropro- 
d u c t i v o  i n t r a c e l u l a r ;  t r i p o m a s t i g o t e ,  e s t a d i o  i n f e c t i v o ,  es la  
forma l i b r e  en l a  c i r c u l a c i G n  sanguínea ;  y e p i m a s t i g o t e ,  forma 
m u ~ t i g l i c a t i v a  en e l  lumen d e l  i n s e c t o  v e c t o r .  
¿zi ádefiiiato ciclabfa de T. dPri7$i dagendé de ATBPTnB* ddi%a 
~ u r k $ w i b ,  #eso tarnbidn peepbtteir a A ~ ~ W @ S *  g se eneuefit*a en la 
Waocibn garliaufada. Ee inroneible  a fluoruro, dPP(NH)P, f o r ~ k o -  
lina y hormonas ( 2 2 ) .  
5kru punto  intsfesan8er de deEiBa~hr' es que membranas de T. 
a~usl tratadaa oon N-stilmaiaimida (NEM)  puad+n reconettituir aan 
membranas de  l infoma S49 ( d e f i c i e n t e s  en  Ga) y responder  a fluo- 
r u r o  e i s o p r o t e r e n o l  (158) .  Esto imp l i ca  que e x i s t i r í a  una prote- 
í n a  r e g u l a t o r i a  t i p o  Gs, que además se ADP-ribosila con t o x i n a  
del cOlera (158) .  
Introducción 
Ea importante d e s t a c a r  que t a n t o  Trypanosoma c r u z i  como 
Neurospora c r a s s a  parecen poseer una suburiidad c a t a l í t i c a  de ade- 
n i l a t o  c i c l a s a  semejante a l a  de mamíferos, en cuanto a  peso mo- 
l e c u l a r ,  funcionamiento y regulac i6n ,  ya  que s e  han podido re-  
c o n s t i t u i r  en ~ i s t e r n a s  he teró logos .  Membranas de hígado de r a t a  o 
de e r i t r o c i t o a  de pavo, t r a t a d a s  con N-etilmaleimida (que anula  
l a  a c t i v i d a d  c a t a l í t i c a  de é s t o s ) ,  s e  reconet i tuyeron con l a  sub- 
unidad c a t a l í t i c a  de T. c r u z i  o  de N. c r a s s a  (159-161), como fse 
puede v e r  en l a  Figura 1 4 .  
Como r e s u l t a d o  de esta i n t e r a c c i d n ,  e l  s is tema r e c o n s t i -  
t u í d o  responde a l o s  e f e c t o r e s  comunes de l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  de 
e u c a r i o t e s  super io res  GPP(NH)P más i s o p r o t e r e n o l ,  f l u o r u r o ,  t o x i -  
na d e l  c b l e r a ,  en presencia  de ATPMg2+ como s u s t r a t o .  
La e x i s t e n c i a  de a d e n i l a t o  c i c l a s a  en b a c t e r i a s  fue  pr i -  
meramente puesta  de manif ies to  en Brevibacterium l i q u e f a c i e n s  en 
1967 ( 3 5 ) .  Esta enzima f u e  poster iormente p u r i f i c a d a ,  a l r ededor  
de 4500 veces,  y s u  peso molecular estimado en 92400 ( 3 6 ) .  Ide en 
1971 ( 2 0 )  ha  informado l a  e x i s t e n c i a  de a d e n i l a t o  c i c l a s a  en Mi- 
crococcus lysode ih t i cus ,  Ar throbacter  g lobi formis ,  Corynebacte- 
rium equi , Nocardia e r y t r o p o i i s ,  Alca l  igenes  f ' aeca l i s ,  Erwinla 
cara tovora .  Se ha p u r i f i c a d o  tanbien  l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  de 
Streptococcus s a l f  va r ius  ( 162)  . 
Una de l a s  c i c l a s a s  bac te r i anas  mas es tud iadas  e s  la  de 
Eschericli ia c o l i ,  q u e  f u e  documentada en 1969 ( 18,191. Yang y 
Epstein ( 3 1 )  han encontrado e l  80% de l a  a c t i v i d a d  enzimatica en 
l a  f r a c c i o n  c i top lasmát ica  y han demoetrado que l a  enzima asoc ia -  
da a membrana puede e e r  e x t r a í d a  s i n  e l  uso de de te rgen tes  y han 
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Figura 14. Esquema de reconstitución 
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determinado un peso molecular de 95000 por u l t r a c e n t r i f u g a c i ó n  en 
g r a d i e n t e s  de sacaroea y 92000 por  f i l t r a c i ó n  en geles. Estos pe- 
s o s  moleculares concuerdan con e l  peso molecular ca lcu lado  a par- 
t i r  de la  secuencia  n u c l e o t i d i c a  completa d e l  gen a, 97542, co- 
r respondiente  a 848 residuo8 aminoacídicos (163) .  
Se han rea l i zado  numerosos t r a b a j o s  c i e n t í f i c o s  t r a t a n d o  
de e l u c i d a r  l o s  mecanismos por  l o s  c u a l e s  es regulada l a  expre- 
s i 6 n  de  l a  a d e n i l a t o  ciclasa de Escherichia c o l i .  
L a  pro te ína  recep to ra  de AMPc (CAP o CRP) de E. c o l i ,  
forma un complejo, CAP-AMPc, que e s  capaz de u n i r s e  a l  DNA para  
a c t i v a r  l a  t r a n s c r i p c i ó n  de v a r i o s  operonés d e l  metabolismo de 
c i e r t o s  azúcares ,  como arabinosa ,  maltosa,  g a l a c t o s a ,  e t c .  (164) .  
Se ha observado repetidamente que mutantes c r p  (gen que c o d i f i c a  
para  CAP), que no producen CRP, incrementan l o s  n i v e l e s  de a c t i -  
vidad de a d e n i l a t o  c i c l a s a  y s e c r e t a n  AMPc a l  medio (165). Tam- 
bién s e  sabe que l a  f o s f o d i e s t e r a s a  e s  pobremente a c t i v a  en 6. 
col i  (165) .  
Danchin y c o l .  (167) han fusionado operones y p r o t e í n a s  
por recombinaci0n in vitro, t a n t o  en e l  fago X, como en  plasmidos 
de bajo  número de copias  y directamente en e l  cromosoma en e l  10- 
cus cya.  Estos au to res  proponen que e l  complejo CAP-AMPc e j e r c e  
un c o n t r o l  negat ivo moderado en la  expresibn d e l  gen cya. En con- 
comitancia con una b a j a  velocidad de crec imiento  c a r a c t e r í s t i c a  
de l a s  cepas cya- ,  e s t o s  au to res  han observado un cons ide rab le  
aumento de l a  expresi6n de l a  enzima. Es te  aumento en l a  s í n t e s i s  
de l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  no parece depender de la presenc ia  de  CAP 
funcional ;  p a r e c e r í a  e ~ t a r  cont ro lada  a n i v e l  de  l a  t r a n s c r i p -  
c ión .  
Varios a u t o r e s  han suger ido  que un pos ib le  c o n t r o l  de  l a  
a c t i v i d a d  de l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  s e  podr ia  v e r i f i c a r  a t r a v e s  
d e l  s is tema d e  t r a n s p o r t e  de carbohidra tos  dependiente de  fosfoe- 
no1 p i ruva to  (PTS). Este  s i s tema t r a n s p o r t a  azúca res ,  como l a  
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glucosa ,  f r u c t o s a ,  manosa, s o r b i t o l ,  mani to l ,  e t c . ,  a l  i n t e r i o r  
de l a  c é l u l a  como derivados f o s f o r i l a d o s  a t r a v h s  d e l  s i s tema PTS 
que u t i l i z a  l a  ene rg ía  der ivada d e l  fos foeno l  p i ruva to  (PEP) .  
En l a  Figura 15 s e  puede observar  un modelo para  l a  regu- 
l a c i o n  por e l  s i s tema PTS. Una p ro te ína  c i t o p l a s m á t i c a ,  enzima 1, 
e s  f o s f o r i l a d a  por e l  PEP y ,  a  s u  vez,  e s t a  f o s f o r i l a  a  una pe- 
queña p ro te ína  te rmoes table ,  tambien s o l u b l e ,  conocida como HPr. 
Es tas  dos p r o t e í n a s  no presentan  e s p e c i f i c i d a d  de azúcar  (168) .  
Membrana 
Figura 15. Sistema PTS 
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El transporte específico de carbohidratos requiere de o- 
tras dos proteínas unidas a membrana, la enzima 11 (E-11) y en 
algunos casos, la enzima 111 (E-111). Estas enzimas son específi- 
cas para cada azúcar. La E-111 es fosforilada por HPruP y 6sta 
E-IIIuP a su vez, fosforila al azúcar que es transportado a tra- 
vés de la membrana por E-11. Se desconoce por el momento si la 
E-111 activa directamente la ciclasa (posiblemente por fo~forila- 
ción) o indirectamente por eliminacion de su inhibidor (CAP) 
(168). 
Existen otros factores que también podrian regular la ac- 
tividad de la adenilato ciclasa, probablemente de manera indirec- 
ta, Estos incluyen el gradiente electroquimico de protones (169), 
y el 2-cetobutirato, un análogo del piruvato, que reacciona con 
E-IsP. En presencia de E-1, HPr, E-IIIglu y CAP, funcionalee, la 
acumulaci6n de 2-cetobutirato causa una drástica inhibicidn de la 
adenilato ciclasa (170,171). 
Se pueden mencionar a Ditta y col. (1721, que construye- 
ron una biblioteca gen6mica de Rhisobfum meliloti con un vector 
de amplio rango de huésped. Haciendo uso de esta biblioteca, 
Kiely y O'Gara (173) complementaron mutantes de Escherichia coli 
que tenían una delecion en locus cya, transformando a éstos con 
los plásmidos mencionados. Este procedimiento también fue seguido 
por el grupo de Koshland Jr. (174), pero en este caso, la biblio- 
teca genhmica correspondia a Salmonella tyyhimurium y e~taba he- 
cha en el fago X g t 4 .  Este investigador ha encontrado un polipkp- 
tido de 81 Kd que complementa a mutantes cya y que presenta acti- 
vidad de adenilato ciclasa. 
Bordetella pertussis es un bacilo Gram-negativo, no inva- 
sivu. Es el agente etiolbgico de la tos convulea. La bacteria 
produce un número de factores, los cuales se cree que juegan un 
papel importante en la patogénesis (175). Uno de estos factures 
es la adenilato ciclasa que se detectó por primera vez en prepa- 
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r a c i o n e s  c r u d a s  de l a  vacuna ( 1 7 6 ) .  E s t a  enzima que es e x c r e t a d a  
a l  medio e x t r a c e l u l a r  ( 1 7 7 ) ,  e s  s e n s i b l e  a calmodul ina  a ( 1 7 8 ) ,  y 
responde a ATPMgzi o a ATPMnzt corr~o s u s t r a t u  (177) .  Se ha e s t u -  
d i a d o  l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  a soc i ada  a l a  c h l u l a  e n t e r a ,  y  é s t a  
responde a l a  e s t imu lac ión  por  calmodul ina .  
E l  grupo de  Wolff (179)  ha e s t u d i a d o  de  l a  enzima de B. 
pertussis y propone s u  l o c a l i z a c i ó n  como se ve en l a  Figura  16.  
E l  primer  compartimiento donde ae encuen t r a  l a  enzima ( A ) ,  e6 en 
e l  medio de c u l t i v o  que r e p r e s e n t a  un 20% d e l  t o t a l  d e  l a  adeni -  
l a t o  c i c l a s a .  E l  r e s t o  e s t a  a soc i ada  a  l a  c é l u l a  y a l r e d e d o r  d e l  
90% de ésta e s  s e n s i b l e  a  t r i p s i n a .  Una p a r t e  de  esta enzima aso- 
c i a d a  a l a  c é l u l a  puede s e r  medida con ATP 1 mM ( B ) .  E l  compart i -  
miento C r e p r e s e n t a  l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  e x t r a c i t o p l a s m 6 t i c a  res- 
t a n t e ,  exceptuando una pequefia proporciGn que .puede  ser medida a 
20 mM de  ATP, r e q u i e r e  r u p t u r a  c e l u l a r  p a r a  s e r  d e t e c t a d a .  F ina l -  
mente, una pequeña p a r t e ,  7-9% d e l  t o t a l  de  l a  enzima (D) es i n -  
t r a c e l u l a r  o b i e n ,  es i n s e n s i b l e  a t r i p s i n a .  
E l  Caz+ e s  un requer imien to  o b l i g a t o r i o  p a r a  l a  es t imu la -  
c i 6 n  de l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  de  c e r e b r o  bovino,  po r  calmodul ina .  
E l  agregado de EGTA a l a  enzima b a c t e r i a n a  a c t i v a d a  r e v i e r t e  este 
e f e c t o  ( 1 7 0 ) .  D e  hecho, l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  de  B. pertussis es 
es t imu lada  po r  calmodul ina  en p r e s e n c i a  o  ausenc ia  d e  C a z +  ( 1 8 0 ) .  
Bacillus anthracis  e s  e l  agen te  e t i o l b g i c o  d e l  k n t r a x ,  u- 
na enfermedad g r a v e ,  f recuentemente  f a t a l  que a f e c t a  a muchos rna- 
mife ros ,  incluyendo a humanos. La v i r u l e n c i a  de este baci lo  i n -  
c l u y e  tres exo tox inas :  e l  an t ígeno  p r o t e c t o r  (PA),  un f a c t o r  ede- 
matoso (EF) y  un f a c t o r  l e t a l  (LF) y ,  además, una c á p s u l a  de  áci- 
do poli-D-glutamico.  E l  EF ha s i d o  i d e n t i f i c a d o  como una a d e n i l a -  
t o  c i c l a s a  dependien te  de calmodulina (181 ,182) .  
Introducción 
~ e d i o  extracelular 
Célula intacta 






(Tripsina insen sible) 
cubiertas 
celulares 
Figura 16. Localización de la adenilato ciclasa de Bordetella 
pertussis (179) 
Cuando dicho factor se purificaba de sobrenadantes de 
cultivo de los bacilos, se detectaba actividad enzimática s01o en 
presencia de extractos celulares eucari~tas, especialmente calmo- 
dulina. Eeta actividad es inhibida por EGTA. Esta adenilato ci- 
clasa invade las cklulas eucariotas y ,  una vez en el citoplasma, 
es activada por la calmodulina presente, aumentando dramáticamen- 
te los niveles de AMPc (131). 
La adenilato ciclasa de B. anthracis está clúnada eri E. 
coli y se ha podido expresar en esta bacteria (183). 
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VI. A U W Q  C I C W A S  ESTlJfUdE&ES POR Craz+- 
L a  ca l r~odu l ina  fue descub ie r t a  por  Chueng (184) como una 
p ro te ína  ac t ivadora  de l a  f o s f o d i e s t e r a s a  ( P D E )  de nucLe6tidos 
c í c l i c o s  de cerebro  bovino. C a ~ i  paralelamente,  Kakiuchi y  Yama- 
s a k i  (185) descubrieron e l  papel  d e l  Caz+ en e l  proceso de a c t i -  
vaciGn de l a  enzima. 
Poster iormente,  Teo y Wang (186) desc r ib ie ron  l a  r e l a c i s n  
e n t r e  e l  Caz+ y l a  calmodulina, y observaron que e l  verdadero ac- 
t i v a d o r  e r a  e l  complejo Caz+-calmodulina. 
Esta  p ro te ína  e s t á  ampliamente d i s t r i b u í d a  y no e6 espe- 
c í f i c a  de t e j i d o s  o e s p e c i e s .  Eetá presente  en todos loa  tejido^ 
de ver tebradus ,  s iendo mayor su  concentración en t e s t í c u l o  y ce- 
r eb ro .  Se l a  encontrb t a m b i h  en inver tebrados ,  p r o t o z o o ~ ,  plan- 
t a s  super io res  y s e m i l l a s ,  en a l g a s ,  mu~gos  y hongos. 
En 1981, Iwasa y c o l .  (187) demostraron por primera vez ,  
l a  e x i s t e n c i a  de uri f a c t o r  termoestable  a i s l a d o  de Escherichia 
col3 con propiedades ~ i m i l a r e s  a l a  CaM, Es te  f a c t o r  e s t &  asocia-  
do a una PDE dependiente de Caz+, en l a  f r a c c i ó n  s o l u b l e  de l a  
b a c t e r i a ,  y a c t i v a  a l a  ATPasa (Caz+, Mgz+)  de membrana de e r i -  
t r o c i t o s ,  y a l a  quinasa de l a  cadena l i v i a n a  de l a  miosina a n i -  
v e l e ~  comparables a  l a  ac t ivac ión  que produce l a  CaM de cerebro  
bovino y a l a  PDE de AMP c í c l i c o  de cerebro  bovino. 
A p a r t i r  d e l  descubrimiento de una p ro te ína  pequeña, ací- 
d i c a  y capaz de u n i r  Caz+ en Streptomyces erithraues ( 1 8 3 ) ,  Swan 
y c o l .  ( l a g ) ,  a i s l a r o n ,  secuenciaron y dedujeron l a  e s t r u c t u r a  a- 
minoacídica completa de e s t a  p r o t e í n a .  Tiene c u a t r o  s i t i o s  poten- 
c i a l e s  de unión a Caz+, pero su  ubicacibn no correpsonde exacta-  
mente a l o s  s i t i o s  de l a  CaM de cerebro  bovino. Es ta  p r o t e í n a  
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t i e n e  un a l t o  p o r c e n t a j e  de aminoMcidos cargados negat ivamente ,  
pe ro  l a  composición arninoacídica t o t a l  es muy d i f e r e n t e  y tampoco 
p r e s e n t a  homología i n t e r n a  e n t r e  la6 dos  mitadee.  
Tambikn se r e p o r t a  l a  e x i s t e n c i a  de una a c t i v i d a d  t i p o  
c a l u ~ o d u l i n a  en  Bavillws subtilis ( 1 9 0 ) .  Act iva  l a  PDE de  manera 
d o s i s  dependien te ,  s e  une a columnas de A f f i g e l - f e n o t i a z i n a  de  
forma Caz+ dependien te ,  y e s  p o s i b l e  e l u í r l a  con EGTA y compite 
con CaM de c e r e b r o  en experimentos de  radioinmunoensayo. 
Se ha demostrado que l a  calmodulina a c t i v a  o t r a s  enzima6 
además de l a  PDE de AMP c í c l i c o ;  una de  e l las  e s  l a  a d e n i l a t o  ci- 
c l a s a .  
En l a  a c t u a l i d a d  se conocen muchas a d e n i l a t o  c i c l a s a  de  
mamíferos que son s s t i m u l a b l e s  por  CaM, como por  e jemplo,  las  de 
c e r e b r o  ( 1 9 1 ) ,  corazGn ( 1 9 2 ) ,  músculo l i s o  (1931,  p l a q u e t a s  
(194), e t c .  
Algunas a d e n i l a t o  c i c l a s a s  p re sen tan  un comportamiento 
b i f á s i c o  f r e n t e  a l  Caz+. Es to  e s  que a b a j a s  concen t r ac iones  de  
C a z + ,  cuando Únicamente e s t á n   ocupado^ l o s  s i t i o s  de uniLn a C a z +  
a l t a  a f i n i d a d  de la  calmodul ina ,  se a c t i v a  l a  c i c l a s a  y a a l tas  
concen t r ac iones  , cuando todos  l o s  s i t i o s  e s t a n  ocupados,  l a  cal- 
modulina i n h i b e  l a  c i c l a s a .  
No s ó l o  s e  han encontrado a d e n i l a t o  c i c l a s a ~  de  mamíferos 
e s t imi l l ab l e s  por  CaM, sir lo también Neilrospor*a crassa (34), Medi- 
cago sativa (23), y en  c i e r t a s  b a c t e r i a s  como Bordetella p e r t u -  
ssis (178) y Bacillus authracis (181,182). 
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Cae a l g a s  verde-azuladas  ocuparon una p o s i c i b n  anomala en 
l a  b i o l o g í a .  Fueron t r a t a d a s  po r   lo^ bo tán icos  como una d i v i s i b n  
( o  c l a s e )  de  a l g a s ,  debido a que s o n  f o t o a u t ó t r o f o s  que u t i l i z a n  
e l  agua corr~o dador de  e l e c t r o n e s  y ,  además, con t i enen  dos  f o t o -  
pigmento6 ( c l o r o f i l a  a  y 0-ca ro t eno ) ,  que son c a r a c t e r í s t i c o s  de  
l a s  f o t o s í n t e s i s  de p l a n t a s .  
El problema de d e f i n i r  en  té rminos  p o s i t i v o s  las  prop ie -  
dades que comparten las  b a c t e r i a s  y  l a s  a l g a s  verde-azu ladas ,  pu- 
do ser r e s u e l t o  cuando se e l u c i d a r o n  las  d i f e r e n c i a s  fundamenta- 
l e s  e n t r e  l a  organ izac ión  c e l u l a r  de  organismos p r o c a r i o t a s  y  eu- 
c a r i o t a s  ( 1 9 5 ) .  En v i s t a  de s u  e s t r u c t u r a  c e l u l a r ,  las  a l g a s  ver-  
-- _ . ' .I...% ". --.-- - - - .V.*." ,-'. - .-> - - - .  . --- 
d e - m u l a d a ~  son &conocidas ac tua lmente  como un grupo impor tan te  
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c a e ,  por  l a  n a t u r a l e z a  de s u s  y i g m e n t o ~  y por  l l e v a r  a cabo f o t o -  
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s'-Eésls a e r ó b i c a .  Este grupo se l lama cianobacterias. L a  des ig -  
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nacion  alga^ verde-azuladas  e s  e r r ú n e a ,  pero  ef i te nombre común, 
muchas veces ,  es hoy aun,  u t i l i z a d o .  
Estas b a c t e r i a s  en  l a  a c t u a l i d a d ,  t i e n e n  un p o t e n c i a l  
b io t ecno lbg ico  muy impor tan te .  D e ~ d e  tiempo6 remotos,  l a s  c iano-  
b a c t e r i a 6  han s i d o  u t i l i z a d a s  como £uente  de  a l imento  e n  China,  
México y Afr i ca  ( 1 9 6 ) .  
En a s o c i a c i 6 n  6 i m b i 6 t i c a Y  Anabaena-Asolla, con t r ibuyen  
e i g n i f i c a t i v a r r ~ e n t e  a l a  f e r t i l i z a c i 6 n  d e l  s u e l o ,  en las r e g i o n e s  
donde se c u l t i v a  e l  a r r o z  ( 1 9 7 ) .  Además de p r o v e e r   so^ 
7 
capace s de e s  t ig~g&+~-,& t o  de  las p l a n t a e .  Se han real i -  
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zado experimentos donde, al a g r e g a r s e  e x t r a c t o s  de  c i anobac te -  
r i a s ,  se ha observado un aumento d e l  c rec in i ien to  e n  tomat'es, a j í -  
e s ,  r a í c e e  de a r r o z  y  r a b a n i t o s  ( 1 9 8 ) .  
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Lao f i c o b i l i p r o t e í n a s ,  que son c o l o r a n t e s  f o ~ f o r e s c e n t e s ,  
pod r í an  s e r  u t i l i z a d o s  en inmunoensayos ( 199 ) ,  y se usan p a r a  d a r  
c o l o r  a  l o s  a l i n ~ e n t v s  (199) .  En Jap6r1, uria i n d u s t r i a  ha desa r ro -  
l l a d o  un e x t r a c t o  de  c i a n o b a c t e r i a s  que puede reemplazar  a l  s u e r o  
aninial eri e l  c u l t i v o  de lírieme c e l u l a r e s  hi~rriarias ( 192 ) . También 
fie l a s  u t i l i z a  como £uente  de  a r g i n i n a  y a s p á r t i c o  ( 2 0 0 ) .  
L a s  c i a n o b a c t e r i a s  c o n s t i t u y e n  uno de l o s  m á s  grandes  
eubgrupos de  p r o c a r i o t a s  Gram-negativos, y t o d a s  las  examinadas 
s i n t e t i z a n  clorofila a y a l  menos t r e s  ficobilipruteina6: Eico- 
c i a n i n a  (A rfiax 620  nm) , a í o f  i c o c i a n i n a  ( X  máx 650 nm) y a l o f i c o -  
c i a n i n a  B (X 670 nm) ( 2 0 1 ) .  
D e  acuerdo a S t a n i e r  ( 2 0 1 ) ,  l a s  d i f e r e n c i a s  en e s t r u c t u r a  
y d e s a r r o l l o  permite  l a  c l a s i f i a a c i 0 n  de c i a n o b a c t e r i a s  en c i n c o  
grandes  subgrupos que s e  observan en l a  Tabla 4 .  
La Sección I es%& c o ~ i p u e s t a  po r  o rgan i~ rnos  u n i c e l u l a r e s  
que se reproducen por f i s i b n  b i n a r i a  o  po r  gemación. Las c é l u l a s  
son e ~ f e r i c a s ,  c i l í n d r i c a s  u o v a l e s .  Xstas  son l a s  c i a n o b a c t e r i a s  
más s imp les  y t i e n e n  s u  c o n t r a p a r t i d a  en o t r o s  grupos impor tan tes  
de  b a c t e r i a s  Gram-negativas, u n i c e l u l a r e s .  
Los miembros de  l a  Sección 11 se c a r a c t e r i z a n  porque pre- 
s e n t a n  un t i p o  e s p e c i a l  de reproducc i6nJ  f i s i 6 n  m ú l t i p l e ,  e l  c u a l  
no ha s i d o  d e s c r i y t o  en ningún o t r o  grupo de p r o c a r i o t a s .  Todas 
comparten l a  propiedad de que l a  c e l u l a  v e g e t a t i v a ,  está e n v u e l t a  
por  uria capa f i b r o s a  a d i c i o n a l  recubr iendo  a l a  merribrana e x t e r n a .  
La f i s i 6 r i  r r ~ ú l t i p l e  l l e v a  a l a  formaciGn de una pequefia c é l u l a  e s -  
£&rica r e p r o d u c t i v a ,  llamada b a e o c i t o ,  que es l i b e r a d a  p o r  la  
r u p t u r a  de  e s a  capa f i b r o s a  de  l a  c 6 l u l a  p a r e n t a l .  
La unidad de e s t r u c t u r a  en l a a  c i a n o b a c t e r i a s  de  la6 Sec- 
ciones 111 a I V  e s  un f i l amen to  de c é l u l a s  u t r icorna.  L a  elonga-  
- 
ción d e l  t r i coma e s t á  acompafiada por un incremento en e l  numero 
de las  c é l u l a s ,  como r e s u l t a d o  de d i v i s i o n e s  c e l u l a r e s  i n t e r c a l a -  
d a s ,  r e p e t i d a s .  
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Tabla 4 .  P r i n c i p a l e s  subgrupos de  c i a n o b a c t e r i a ~  
La capa de  pépt ido-glucano c r e c e  t r a n s v e r ~ a l r n e n t e ,  s egu i -  
da por l a  membrana e x t e r n a .  
E l  t r i coma v e g e t a t i v o  s e  encuent ra  muchas veces  e n v u e l t o  
por  una va ina  t u b u l a r .  Cuando l a  r u p t u r a  d e l  t r i coma o c u r r e  con 
l a  va ina  , l a  e longac ión  p o s t e r i o r  puede suceder  e n  uno o ambos 
f i l a m e n t o s  h i j o s ,  a  t r a v k s  de  l a  v a i n a ,  eventualmente  de jándoloe  
en pos i c ión  a n g u l a r . E s t a  con£igurac ión  se conoce como b i f u r c a c i ó n  
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Las cianoLacLerias f i lamentosas  de Las Seccione~ I V  y V 
t i enen  l a  capacidad de d i f e r e n c i a r s e ,  formando h e t e r o c i s t o s  , en 
ausencia  de fuen te  de n i t r6geno combinada. En algunos casos s e  
produce e l  d e s a r r o l l o  de a c i n e t o s ,  cuando e l  c u l t i v o  B e  ace rca  a 
la  f a s e  e s t a c i o n a r i a .  
Dentro de l a  SecciOn I V  Be encuentra  e l  género Anabaena. 
Todos l o s  miembros de e s t e  genero son a u t b t r o f o s  obl igados .  En 
l a s  cepas que forman a c i n e t o s ,  ~ i e m p r e  s e  d e s a r r o l l a n  a p a r t i r  de 
Las c é l u l a s  vege ta t ivas  adyacentes a l  h e t e r o c i s t o .  La repruduc- 
c i6n  ocur re  a l  a z a r ,  por  f r a g ~ 1 e n t a c i 6 n  d e l  tr icoma vege ta t ivo  en 
cadenas más c o r t a s  e i n d i s t i n g u i b l e s  de l a s  p a r e n t a l e s ;  e s t o s  
t r icomas son mdt i l e s .  La cepa Anabaena sp (Pcc 7119) fue  o r i g i -  
nalmente d e s c r i p t a  como Nostoc muscorum ( S U S ) ,  pero no posee l a s  
c a r a c t e r í s t i c a s  d e l  genero Nostoc ( v e r  Tabla 5 ) .  En l a  f i g u r a  17 
s e  puede observar  una f o t o g r a f í a  de l o s  f i lamentos  de c e l u l a s  ve- 
g e t a t i v a s  de Anabaena sp (PCC 7119).  
Las c é l u l a s  vege ta t ivas  de l a  mayoría de l a s  c ianobacte-  
r i a s  t i e n e n  una e s t r u c t u r a  f i n a  i n t e r n a  uniforme y c a r a c t e r i s t i -  
cas  (Figura  18) 
Tienen una pared s i m i l a r  a l a s  b a c t e r i a s  Grarn-negativas 
(203). Poseen una capa de peptido-glucano que e s t á  r e c u b i e r t a  por 
una membrana ex te rna ,  compuesta de p r o t e í n a s  y l i p o p o l i s a c á r i d o s  
( 2 0 4 ) .  Mas a l16  d e  l a  membrana ex te rna ,  l a s  c i a n o b a c t e r i a s  pre- 
sentan  va inas  u mucílagos formados por y o l i s a c á r i d o s  ( 2 0 5 ) ,  que 
t i e n e n  v a r i o s  grados de d e f i n i c i ó n  e s t r u c t u r a l .  La membrana celu-  
l a r  e s  usualmente simple ( 2 0 6 ) .  
Una p a r t e  cons iderable  d e l  p r o t o p l a s t o  e s t a  ocupado por 
l o s  componentes d e l  apa ra to  f o t o s i n t é t i c o ,  que e s t á  l o c a l i z a d o  en 





ovoides o c i l indr icas  
Heterocistos, intercalados o t e r i ina les ,  dna baena 
Beproducción por ruptura a l  posicibn de los  acinetos ( s i  hay), variable 
arar  del  t r i co ia ,  y (en algu- Células vegetativas en for ia  
nas) por geriinaci8n de aci- de disco 
. netos, producen t r i co ias  
1 Nodularina hi jos  indistingaibles del 
parental Eeterocistos t e r i ina les ,  se  forran en aibos Células vegetativas isodiaié- 
extreios del  t r i co ia ,  acinetos siempre adya- t r i c a s  o c i l índr icas  
centes a l  heterocisto Cylfndrosperiun 
Células vegetativas esfér icas  
Hoiogonia con heterocisto t e r i i n a l ,  c i l indr icas  u ovoides, aclne- 
en aibos extreios tos  ( s i  se  producen), no se  
forian adyacentes a l  hetero 
Beproducción COIO l a  c i s t o  p generaliente forian 
descripta i á s  arr iba y cadenas 
ta ibién por foriación de #ostoc 
un t r i co la  distinguible del 
parental, por ausencia de 
Beterocistos o por uno o d s  Celulas vegetativas isodiaié- 
de los caracteres siguientee: métricas o ci l indricas .  
taiaíío ienor de l a s  células, Tricoia iadaro es tá  coipuesto 
gran io t i l idad ,  foriaeión de células  de ancho variable, 
vacuolae heterocistos predoiinanteien- 
t e  i n t e r c s l a d o ~  
Hoiogonia con heterocisto t e r i i n a l  Cccytonena 
en un solo extreio 
Células vegetativas en fo r ia  
de disco, isodiaiétr icas  o 
ci l indricas .  Tricoia iaduro 
cónico, t iene un heterocisto 
t e r i i n a l  
k l o t h r i x  
Cianobacterias filamentosa~ con heterocistos, que se 
dividen en un solo plano 
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Figura 17. Filamentos de células vegetativao de Anabaelza &p. (PCC 
7119) 
En estos sacos están localizados los pigmentos lipofíli- 
cos, clorofila a y carotenos (centros de reacciOn fotoyufmicos), 
y la cadena de transporte de electrones fotosintética ( 2 0 6 ) .  
Una característica especial del aparato fotosintético de 
las cianobacterias (también de los cloroplnstos de las rodo£i- 
tas), es la localizaci6n extratilacoidal de las ficobiliproteínas 
(PBPe), que son los pigmentos principales de la antena, Las PBPE 
(las proteínas mas abundantes en la celula), junto a ciertos po- 
lipéptidos ir~coloros que las unen, 'est5n localizadas eri organelas 
llamadas ficobili~omas (207). 
La uni8n de los ficobilisomas a la superficie del tila- 
coide ea importante para obtener una alta eficiencia en la trans- 
ferencia de energía al centro de reacciOn del fotosistema 11 
Figura  18. Esquema de una c é l u l a  v e g e t a t i v a .  CM, ~r~ernbrana c e l u -  
l a r ;  TH,  saco  t i l a c o i d a l ;  PBi y PB2, v i s t a s  c e n t r a l  y 
l a t e r a l  de dos h i l e r a s  de f i c o b i l i s o m a s  unidas  a t i l a -  
co ides  adyacentes  ; GG , g r á n i ~ l o s  de glucdgeno ; CY , grá-  
nu los  c i a n o f i c i n a ;  P ,  griinulos de p o l i f o s f a t o ;  R ,  ri- 
bosomas 705 ;  C ,  carboxisomas,  rodeados por  e l  nucleo- 
plasma; G ,  v e s í c u l a s  gaseosas .  I n s e r t o  A ,  v i s t a  am- 
p l i a d a  de l a s  c u b i e r t a s  c e l u l a r e s  (membrana e x t e r n a ,  
capa de pept idaglucano y membrana c e l u l a r ) .  I n s e r t o  B ,  
v i s t a  ampliada de p a r t e  d e l  t i l a c o i d e ,  m o ~ t r a n d o  e l  
p a r  de membranas con l o s  f i c o b i l i s o m a s  unidos  h a c i a  u- 
na s o l a  c a r a .  
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( 2 0 8 ) .  Aunque l a  organizaci6n e s p a c i a l  de l o s  sacos t i l a c o i d a l e s  
v a r í a  considerablemente den t ro  de e s t e  c o r ~ p l e j o  grupo de organis-  
moc, e l  m & s  simple c o n s i s t e  en un a r r e g l o  conc6ntr ico de t i l a c o i -  
des  y s e  encuentra  en l a  mayoría de l a s  c i anobac te r i a s  un ice lu la -  
r e s  (209)(Figura  1 9 ) .  En o t r a s ,  l o s  t i l a c o i d e s  e s t d n  enro l l ados  
sobre  s i  mismos. 
Cuatro c l a s e s  de inc lus iones  parecen e s t a r  universalrf~ente 
p resen tes  en l a s  c 6 l u l a s  vege ta t ivas  de t odas  l a s  c i a n o b a c t e r i a s :  
carboxisomas, gránulos de p o l i f o s f a t o ,  de glucógeno y de c i a n o f i -  
f i c i n a .  Otras  inc lus iones  p resen tes  en algunas de e l l a 6  son l a 6  
vacuolas  g a o e u s a ~  y 1 o ~  gránulos de p o l i - F h i d r o x i b u t i r a t o  ( 2 0 6 ) .  
Loc carboxisomas son cuerpos po l ikdr i cos  que parecen con- 
t e n e r  de 12  a 15 po l ipép t idos ,  l a  ribulosabifosfato-carboxilasa/ 
oxigenasa (RuBPC/O), l a  enzima p r i n c i p a l  en l a  f i j a c i ó n  de COZ, 
v í a  e l  c i c l o  de Calvin,  y una g l i c o p r o t e í n a  ( 2 1 0 ) .  
Los gritnulos de p o l i f o s f a t o  son agregados e e f e r i c o s  de 
f o s f a t o s  l i n e a l e s ,  de a l t o  peso molecular.  Proveen e l  f o s f a t o  ne- 
c e s a r i o  pa ra  l a  s í n t e s i s  de a c i d o ~  nucle icos  y f o s f o l í p i d o s  o co- 
mo fuen te  po tenc ia l  de energía  para l a  s í n t e s i s  de ATP ( 2 0 8 ) .  
Los cuerpos de p o l i g l u c o ~ a  son gránulos d i s c r e t o s  l o c a l i -  
zados e n t r e  l o s  t i l a c o i d e s  (211) .  E s  l a  r e se rva  p r i n c i p a l  de ca r -  
bono. Consisten en unidades de pol ig lucosa  al tamente ramif icadas ,  
con cadenas ex te rnas   corta^. 
Los gritnulos de c i a n o f i c i n a  son l a  fuen te  de r e se rva  or -  
gánica ni t rogenada que e s  s i n t e t i z a d a  p o r ,  probablemente, todas  
l a s  c i a n o h a c t e r i a s ,  pero no por o t r o  grupo de organismos. La c i a -  
n o f i c i n a  e s  un polímero compuesto de s61o dos aminoácidos y su  
nombre bioquímico c o r r e c t o  es  multi-L-arginil-poli-[L-aspártico] 
( 2 1 2 ) .  
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Figura  1 9 .  Esquema gene ra l i zado  de l a  organizaciGn de  las  membra- 
nas  en  c i s n o b a c t e r i a s  . P ,  pared c e l u l a r  ; 14C , membrana 
c i t o y l a s m a t i c a ;  T ,  sacos  t i l a c o i d a l e s  con l o s  f icobi-  
l i s o m a ~  unidos .  
Muchas c i a n o b a c t e r i a s  p l a h c t 6 n i c a s  poseen vacuolas gaseo- 
sas (213), que son o rgane la s  formadas p o r  un conjun to  de  ves ícu-  
l a s  gaseosas ,  huecas .  Tienen l a  propiedad de s e r  perrneables a 
c i e r t o s  g a s e s ,  pero no l o s  con t i enen .  Tienen capacidad de f l o t a -  
ciGn, pero  no e s t á  c l a r a  s u  funciOn r e s p e c t o  de  l a  y r o t e c c i 6 n  de  
l a  l u z .  No p re sen tan  a c t i v i d a d  metabol ica .  L a  pared de l a s  v e s i -  
c u l a s  gaseosas ,  usualmente m a l  l lamada membrana, no c o n t i e n e  1í- 
pidos  n i  c a r b o h i d r a t o s ,  está compuesta solamente  de  p r o t e í n a s .  
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Se sabe muy poco acerca  de l a  r e se rva  de l í p i d o s  de . l a s  
c i a n o b a c t e r i a s .  Los gránulos de pol i -P-hidroxibut i ra to  ( P H B ) ,  un 
polímero Único presente  en b a c t e r i a s ,  ha s i d o  observado en algu-  
nae c i anobac te r i a s  ( 2 0 3 ) .  
Los h e t e r o c i s t o s  son c é l u l a s  e s p e c i a l ~ ~ s - g u e  6e desa- 
~--------cll,--~U_sl,U_sl"U_slU_slU_sl 7- -2.- --.--- --A" -A -C.-.- - 
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C6mo provee e l  h e t e r o c i s t u  un medio ambiente anaerobico 
para  p ro tege r  a l a  n i t rogenasa? .  Estructuralmente reduce l a  en- 
t r a d a  de gasefi y o t r o s  m e t a b o l i t o ~ ,  s i n t e t i z a n d o  una c u b i e r t a  de 
t r e s  capae,  ex te rna  a l a  pared de l a  c é l u l a  v e g e t a t i v a .  Se reor-  
ganiza e l  apa ra to  f o t o s i n t 6 t i c o ,  no s e  produce mas Oz ( s e  inh ibe  
e l  f o t o s i ~ t e m a  11, P S I I ) ,  pero se s igue  s i n t e t i z a n d o  ATP a p a r t i r  
del fo tos is tema 1 ( P S I ) .  Aparentemente, hay o t r o s  ~ i s t e m a ~  enzi -  
mhticos por l o s  cua les  s e  el imina e l  Oz. Se es tab lecen  bombas, 
que bn las u n i o n e ~  con l a s  c e l u l a s  vege ta t ivas  vec inas ,  t ranspor-  
t a n  ef ic ientemente  l a s  f u e n t e s  de carbono necesa r i a s  para  l a  n i -  
t rogenasa .  
Morfológicamente, e l  h e t e r o c i s t v  d i f i e r e  de l a  c é l u l a  ve- 
g e t a t i v a .  E l  septum que l o  separa  de e l l a  t i e n e  un diámetro menor 
a l a  t e r c e r a  p a r t e  d e l  que separa  a l a s  c é l u l a s  vege ta t ivas  e n t r e  
s í  ( 2 1 5 ) .  D e  l a s  tres capas de l a s  cua les  e s t á  rodeado, l a  mas 
ex te rna  s e  denomina capa fibrosa ( 2 1 5 ) .  La intermedia,  llamada 
homogénea, cont iene  un po l i saca r ido  de gran long i tud ,  con cadenas 
l a t e r a l e s  c o r t a s .  De e s t a  manera, una red  de o l igosacSr idos  rodea 
a l  h e t e r o c i s t o ,  e s t a  capa homogénea e s  completa, excepto hac ia  
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Figura  2O.Eñquema de p a r t e  de un h e t e r o c i s t o  maduro que muestra  
l a  conecci6n p o l a r  con una c é l u l a  v e g e t a t i v a  adyacen- 
t e .  GP, granu lo  p o l a r  c i ano f  i c i n a ;  F L ,  capa f i b r o s a ;  
H L ,  capa horrlog6nea; L L ,  capa laminar .  
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l o s  po los  de l a  c e l u l a  que e s  pene t rada  p o r  el septum que c o n t i e -  
ne l o s  microplas~lodesrnos ( p e r f o r a c i o n e s  que a t r a v i e s a n  e l  s e p  
erlrn) . 
Lo mismo ~ u c e d e  con l a  capa i n t e r n a ,  laminar. E s t a  capa 
e s  l a  menos ucu.al r e s p e c t o  a s u  composici6ri qi~írr i ica,  ya que está 
formada enteramente  po r  g l i c o l i p i d o s ,  aGlo encont rados  en  l o s  he- 
t e r o c i s t o s  ( 2 1 7 , 2 1 8 ) .  
Los h e t e r o c i ~ t o s  t e r m i n a l e s  poseen un g ránu lo  p o l a r  de  
c i a n o f i c i n a ,  mien t r a s  que l o s  que e s t a n  i n t e r c a l a d o s  poseen dos  
( 2 1 4 ) .  
Los h e t e r o c i s t o s  s e  forman a i n t e r v a l o s  r e g u l a r e s  en  l o s  
f i l a m e n t o s  de  Anabaena y Nostoc. No t o d a s  l a s  c é l u l a s  v e g e t a t i v a s  
dan lugé-sr a un h e t e r o c i s t o  (214)  y e l  pa t rón  nornial de  s u  forma- 
c i 6 n  e s t a  genét icamente  determinado ( 2 1 8 ) ,  aunque puede e s t a r  fe- 
not íp icar r~ente  a l t e r a d u  en p r e s e n c i a  de 7 - a z a t r i p t o f a n o  (aná logo  
d e l  t r i p t o f a n o )  que e s t i m u l a  l a  d i f e r e n c i a c i ó n  ( 2 1 9 ) .  Algunas ce- 
pas de  Anabaena no son s e n s i b l e s  a e s t e  analogo ( 2 2 0 ) .  
Cuando l a  d i f e r e n c i a c i h n  se ha i n i c i a d o ,  este p a t r ó n  est5 
precisamente  determinado por  e l  espac iamien to  de c e l u l a s  p recur -  
c o r a s  l lamadas preheterocistos, que pueden d e s d i f e r e n c i a r s e  
( 2 1 5 ) .  Cuando e l  h e t e r o c i s t u  madura, p i e r d e  l a  capacidad de re- 
p r o d u c i r s e .  Los h e t e r o c i s t o s  maduros mantienen un con ten ido  s i g -  
n i f i c a t i v o  de  c l o r o f i l a  a ,  pero  p i e rden  l a s  PBSs. L a  d e ~ t r u c c i 6 n  
de l a s  PBSs o c u r r e  en t o d a s  las c e l u l a s  d e l  f i l amen to  ( 2 2 1 ) ,  en  
e s p e c i a l  f i c u c i a n i n a  (2O8),  pero  una vez que l a  n i t r o g e n a s a  ( l a  
enzima que f i j a  N 2  a tmos fé r i co )  se a c t i v a ,  se r e s i n t e t i z a n  en las  
c e l u l a s  v e g e t a t i v a s .  
La degradación pa rece  ser causada por  una p r o t e a s a ,  cuyos 
s u s t r a t o s   preferido^ son las PBSs ( 2 2 2 ) .  Los h e t e r o c i s t o s  p i e r d e n  
l a  capacidad d e  f i j a r  COZ y e s t o  ha s i d o  demostrado y a  que no se 
observa a c t i v i d a d  de RuBPC/O ( 2 1 4 ) ,  hecho que se c o r r e l a c i o n a  con 
l a  ausenc ia  de c n r b o x i s o m a ~  ( 2 0 6 )  . 
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Eetá  b i en  e s t a b l e c i d o  que en e l  h e t e r o c i s t o  s e  ha  pe rd ido  
l a  a c t i v i d a d  f o t o s i n t h t i c a  normal,  ya  que no produce Oz ( 2 2 3 ) .  
Pero en p r e s e n c i a  de l u z ,  l a  n i t r o g e n a s a  n e c e s i t a  grandes  c a n t i -  
dades  de  ATF p a r a  s u  a c t i v i d a d .  Es t e  nuc leGt ido  l e  e s  p r o v i s t o  
po r  e l  h e t e r o c i f i t o  a t r a v é s  de  l a  f o t o f o s f o r i l a c i G n  c í c l i c a  
( 2 2 4 ) .  
Además de ATP s e  r e q u i e r e  un b a j o  p o t e n c i a l  r e d u c t o r  p a r a  
l a  f i j a c i ó n  de Nz. E s t e  no puede s e r  generado fotoquímicamente;  
debe ser a d q u i r i d o  d i r ec t amen te  de  las  c é l u l a s  v e g e t a t i v a s  adya- 
c e n t e s  o generado enzimáticamente d e n t r o  d e l  h e t e r o c i s t o ,  a ex- 
pensas  de  un s u s t r a t o  ox idab le  (un azúca r  o a z ú c a r - f o s f a t o ) .  
Se ha demostrado mediante experimentos a u t o r a d i o g r á f i c o s  
que e l  1 4 C  i n i c i a l m e n t e  a s imi l ado  como 14COz en l a s  c 6 l u l a ~  vege- 
t a t i v a s  e s  t r a n s f e r i d o  i n t r a c e l u l a r m e n t e  a l  h e t e r o c i s t o  (214 ,  
223 ) .  Además, s e  ha v i s t o  en experimentos u t i l i z a n d o  1 3 N 2  ( 2 2 4 ) ,  
e l  n i t r ó g e n o  f i j a d o ,  apa rece  rapidamente en forma de g lu tamina  y 
es expor tado .  
Pa ra  poder s i n t e t i z a r  g l u t a n i n a ,  e l  h e t e r o c i s t o  debe ha- 
b e r  ob t en ido  previamente a - c e t o g l u t a r a t o  ( o  a lgún  p r e c u r s o r  meta- 
1 6 l i c o )  de  l a  c é l u l a  v e g e t a t i v a  (206 ,225) .  En l a  F igura  21 se 
puede v e r  un modelo d e l  f l u j o  de  carbono y n i t r ó g e n o  e n t r e  e l  he- 
t e r o c i s t o  y l a  c é l u l a  v e g e t a t i v a .  
L a  d i f e r e n c i a c i ó n  d e l  a c i n e t o  e s t k  acompañada por  l a  f o r -  
macibn de una c u b i e r t a  g r u e s a ,  de  v a r i a s  capas ,  f recuentemente  
pigmentada, que se d e s a r r o l l a  a l r e d e d o r  de  l a  pared p r e e x i s t e n t e  
de  l a  c e l u l a  v e g e t a t i v a .  Generalmente l a  c é l u l a  s e  a l a r g a  cons i -  
derablemente  y cambia de  forma. Cuando e l  a c i n e t o  está madurando, 
e s  u n i c e l u l a r ,  pero  cuando germina da  o r i g e n  a cadena6 c o r t a s  de 
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Figura 2 1 .  Modelo d e l  f l u j o  de carbono y nitrGgeno e n t r e  un hete-  
r o c i s t o  y una c e l u l a  v e g e t a t i v a .  Enzimas: N z a a e ,  n i -  
t rogenasa ;  G S ,  glutamina s i n t e t a s a ;  GOGAT, glutamina- 
0x0-glutaratu a m i d o t r a n ~ f e r a s a ;  NADPH, probablemente 
reduzca una fer redoxina .  Las capas ( f i b r o s a ,  homogénea 
y laminar)  l imi tan  l a  difusiGn de Nz, COZ y O z .  Los 
cuerpos po la res  e s t á n  omit idos.  
c é l u l a s  ( 2 0 6 ) .  E l  a la rgamiento  de  la  c k l u l a  que l l e v a  a l a  forma- 
---- 
- .-#,- --S- 
c i o n  d e l  a c i n e t o ,  comienza d u r a n t e  l a  t r a n s i c i b n  de l a  f a s e  expo- 
y".--- 1__- raC-ocP me- ----" -
n e n c i a l  a l a  f a s e  e s t a c i o n a r i a  de  c r ec imien to .  
Las c i a n o b a c t e r i a s  son f o t ó t r o f o s  a e r ó b i c o s .  Rea l izan  £o- 
t o ~ í n t e s i s  con producción de 0 2 ,  a excepcibn de a lgunas  como Os- 
c i l l a t o r i a  l i m n e t i c a ,  que e s  capaz de u t i l i z a r ,  b a j o  c i e r t a s  con- 
d i c i o n e s ,  s u l f u r o  como a c e p t o r  de  e l e c t r o n e s  ( 2 2 5 ) .  
A expensas  de  n u t r i e n t e s  i n o r g a n i c o s ,  l a  f o t o s í n t e s i s  
produce los  compuestos o rgán icos  p r imar ios  que luego son u t i l i z a -  
dos  en  l a s  v í a s  b i o s i n t e t i c a s .  
Algunas c i a n o b a c t e r i a s  marinas r e q u i e r e n  v i tamina  B12 
(226)  p a r a  s u  c r ec imien to .  Con excepción a g ~ t a ,  no se ha demos- 
t r a d o  l a  neces idad  de o t r o  t i p o  de  f a c t o r  de  c r ec imien to  o rgsn i -  
CO . 
En l a  o scu r idad ,  l a s  c i a n o b a c t e r i a s  p re sen tan  metabolismo 
r e s p i r a t o r i o ,  e l  c u a l  e s t a  s u j e t o  a i n h i b i c i ó n  en p r e s e n c i a  de  
l u z  ( 2 0 6 ) .  
L a  mayoría de  e s t a s  b a c t e r i a s  son a u t ó t r o f a s  o b l i g a d a s ,  
pero  a lgunas  son f a c u l t a t i v a s  y pueden c r e c e r  a  expensas de  un 
l i m i t a d o  rango de azúca re s  ( 2 2 8 ) .  
E l  camino p r imar io  de  a s i m i l a c i ó n  d e l  CO2 es e l  c i c l o  re- 
duc t ivo  de las  pen tosas  ( 2 0 9 ) .  E l  p r i n c i p a l  material de r e s e r v a  
e s  e l  glucUgeno, que se acumula en l o 6  pe r íodos  de  l u z .  
En oscu r idad ,  e l  metabolismo r e s p i r a t o r i o  se r e a l i z a  a 
expensas  de  e s t e  glucbgeno acumulado. L a  convers i6n  de glucbgeno 
a g lucosa -6 - fos fa to  e s  seguida  po r  la  ox idac ión  de e s t e  azúcar -  
f o s f a t o  a t r a v k s  d e l  c i c l o  de  l a s  pen tosas .  
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L a  r e s p i r a c i ó n  endógena e s t á  acampanada de  s í n t e s i s  de  
ATP y e l  NADP p a r t i c i p a  en l a  cadena r e s p i r a t o r i a  de  t r a n s f e r e n -  
c i a  de e l e c t r o n e s .  
Las c i a n o b a c t e r i a s  poseen e l  c i c l o  de l o s  á c i d o s  t r icar-  
b o x i l i c o s  incompleto,  no s i n t e t i z a n  a - c e t o g l u t a r a t o  deshidrogena-  
s a  ( 2 2 9 ) .  Por l o  t a n t o ,  l a s  enzimas r e s t a n t e s  de  e s t e  c i c l o ,  que 
son s i n t e t i z a d a s  por  e s t a s  b a c t e r i a s  (229 ,230) ,  desempeñan pape- 
les b i o s i n t e t i c o s ,  po r  e jemplo,  en l a  formación de  aminoácidos 
p e r t e n e c i e n t e s  a l a  f a m i l i a  d e l  g lu tamato ,  a  p a r t i r  de u-cetoglu-  
t a r a t o  ( 2 2 9 ) .  
L a s  c i a n o b a c t e r i a s  son capaces  de  f i j a r  COZ v í a  e l  c i c l o  
de Ca lv in ,  cuyas enzimas p r i n c i p a l e s  son l a  r i b u l o s a  1,s b i f o s f a -  
t o  ca rboxi lasa /ox igenasa  (RuBPC/O) y la  f o s f o r r i b u l o s a  q u i n a s a  
(PRK)(232). Hay e v i d e n c i a s  que s u g i e r e n  que Anacystis nidulans 
incorporan  COZ v í a  g lu tamato ,  a s p a r t a t o ,  a l a n i n a  y f o s f o e n o l  pi-  
r u v a t o  (PEP) ,  ind icando  que e x i s t e n  v í a s  a l t e r n a t i v a s  a l  c i c l o  de  
Calviri,  en  l a  f  i JaciOn de COZ ( 2 3 2 ) .  Nostoc mrrscorum y Sy~zechoco- 
ccus sp, incorporan h a s t a  un 20% de  COZ en un compuesto llamado 
c i t r u l i n a  ( 2 3 3 ) .  
L a  a s i m i l a c i ó n  de  n i t r a t o  y amonio ha s i d o  demostrada e n  
c i a n o b a c t e r i a s . E l  amonio se a s i m i l a  a t r a v é s  de  l a  g lu tamina  s i n -  
t e t a s a  (GS) y l a  g lu tamato  s i n t e t a s a  (GOGAT); también se han en- 
con t r ado  a l a n i n a  desh idrogenasa ,  g lutamato desh idrogenasa  y as- 
g a r t a t o  deshidrogenasa  ( 1 9 7 ) .  
Se han r epo r t ado  l a  e x i s t e n c i a  de  n i t r a t o  y n i t r i t o  r e -  
d u c t a s a s  p a r a  Syrmclzoc~ccus an y A .  cylinclrica (196) .  
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OBJETIVOS 
Desde e l  p u n t o  de v i s t a  e v o l u t i v o ,  como se v e  esquemat i -  
zado en  l a  F i g u r a  S S ,  l a  a d e n i l a t o  ciclasa se e n c u e n t r a  eri todus 
l o s  n i v e l e s  d e  l a  e s c a l a  b i o l 8 g i c a .  
En e l  r e i n o  a n i u ~ a l ,  l a  enzima p r e s e n t a  l a s  sub unida de^ 
c a t a l í t i c a  y r e g u l a t o r i a s ;  en cambio e n  e l  r e i n o  v e g e t a l  8610 
t i e n e  l a  subunidad c a t a l i t i c a .  
CGR CGR CGR CGR CGR CGR? C CG C C 
AVES REPTILES YAMIFEROS ANFIBIOS PECES INVERIEBRAOOS PUNTAS AffiAi HONGOS 8AClERIA5 
EUCARIOTES 
COROADOS 
F i g u r a  2 2 :  D i s t r i b u c i Ó n . d e  l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  a l o  l a r g o  de  l a  
e s c a l a  e v o l u t i v a .  
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En e u c a r i o t a s  i n f e r i o r e s ,  se observa  solamente  l a  presen-  
c i a  d e l  componente c a t a l í t i c o ,  exceptuando a lgunos  caeos  que po- 
s een  un componente G rud imen ta r io .  Las b a c t e r i a s  e610 poseen l a  
~ u b u n i d a d  c a t a l í t i c a  . 
Las p l a n t a s  son organismos f o t o s i n t e t i c o s ,  y como se d i j o  
an t e r io rmen te ,  l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  de  Medic~go sativa (23), e s  
uria enzima s o l u b l e  y r e g u l a b l e  po r  Caz+-calmodulina. R. meliloti 
f i j a  N 2  a t m o s f ~ r i c o  en s i m b i o s i s  con a l f a l f a ,  t i e n e  a c t i v i d a d  de 
c i c l a s a .  
Teniendo en cuen ta  que An~baena sp es una b a c t e r i a  que 
p r e s e n t a  las  dos c a r a c t e r í s t i c a s ,  f o t o s i n t e t i z a  con producción de 
0 2  y f i j a  Nz a tmos fé r i co  en v ida  l i b r e ,  e s  de i n t e r e s  comparar e l  
s i s t e u ~ a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  de  e s t a  b a c t e r i a  con a l f a l f a  y R. meli- 
l o t i .  
Un punto muy i n t e r e s a n t e  que permi te  v i n c u l a r  l o s  vege ta -  
l e s  con las  c i a n o b a c t e r i a s ,  es l a  t e o r í a  endos imbi6 t ica  (234)) 
esquematizada en l a  Figura  23,  que p o s t u l a  que l a s  c iano-  y l a s  
c l o r o x i b a c t e r i a s  s e r í a n  l o s  a n c e s t r o s  de  l o s  p l á s t i d o s  de  las  ce- 






Figura  23 :  Diagrama esquemático de l a  t e o r í a  endo~ i rub i i i t i ca  ( 2 3 4 )  

La cepa utilizada para los experimentos de purificaci6n Y 
caracterizaci6n de la adenilato ciclasa y calmodulina fue Anabae- 
na sp PCC 7119 (ATCC 29151), tipo salvaje. 
Las células se cultivaron bajo iluminaci6n continua, con 
agitacibn y burbujeo de una mezcla gaseosa de Nz:C0z (98%:2%) se- 
gún se describió en (235). El medio de cultivo estaba compuesto 
de: NaCl (0,lS g/l); KN03 (2,02 g/l); MgS04. 7Hz0 (0,lZ g/l); 
CaClz. 2H20 (15 mg/l) EDTA (88 mg/l); FeS0s. 7Hz0 (55 mg/l); 
NaC03H (42 mg/l); KzPO4H.3Hz0 (0,46 g/l) y 1 m 1  de una soluci6n 
de micronutrientes de la siguiente composición: B03ii3 (2 ,86  g/l); 
MnClz.4Hz0 (1,81 g/1); ZriS04.7HzO (0,ZS g/l);'CuSOa.5HzO (79 mg/ 
1); NazMoOs. 2HzO (1,26 g/l) NaV03 (24 mg/l); CoClz.6Hz0 (40 mg/ 
1) 
Los cultivos que fueron utilizados para el estudio de los 
efectos de la luz sobre la adenilato ciclasa se sincronizaron 
previamente, introduciendo dos períodos de oscuridad de 16 hs, 
previos a la iluminacihn constante (236). 
Para la purificación de la adenilato ciclasa las bacte- 
rias se cosecharon en la fase estacionaria tardía de crecimiento 
(21 dias de cultivo) y en fase exponencial para la obtención del 
factor con actividad calmodulinica. Los cultivos se centrifugaron 
a 10.000xg durante 10 min a 4°C y las células se lavaron con bu- 
ffer PIPES 25 mM pH 6,5 conteniendo 2-mercaptoetanol 1 mM. El se- 
dimento de cianobacterias se conservo a -70°C hasta su uso. 
materia le^ y Métodos 
EL sedimento co r r e spond ien te  a 1 g (peso  húmedo) de  c u l -  Q 
t i v o  congelado a -70°C, s e  resuspendi6  en  4 m 1  b u f f e r  PIPES 25 mM 
pH 6 , 5 ,  g l i c e r o l  5%, 2-mercaptoetanol 1 m M ,  PMSF 5 mM, a ~ o t r i n i -  
na 25 U / m l  ( b u f f e r  C )  y se son ic6  en un U l t r a s o n i c  P roces so r  W- 
- 
385 Heat Systems-Ult rasonics  I n c . ,  p o r  pe r íodos  d e  15 s e g  con i n -  
t e r v a l o s  de 1 min a 200 W .  E l  hornogenato a s í  ob t en ido  se c e n t r i -  
fugG a 1000xg d u r a n t e  10 min a 4 ° C  y e l  sobrenadante  se c e n t r i -  
fugó a 10.000xg d u r a n t e  10 min a 4 ° C ;  a 5u vez ,  e s t a  f r a c c i ó n  se 
c e n t r i f u g ó  a 105.000xg du ran te  120 min a 4OC. A e s t e  Último so- 
b renadante  se l o  denominó S105 y c o n s t i t u y e  l a  f r a c c i 6 n  s o l u b l e  
de l a  p repa rac ibn  de c b l u l a s  b a c t e r i a n a s ,  a p a r t i r  de  l a  c u a l ,  s e  
r e a l i z a r o n  l o s  suces ivos  pasos  de  p u r i f i c a c i h n  de l a  a d e n i l a t o  
.- 
c i c l a s a  y de  l a  ~ ~ l r n o d U i i - n ~ .  E l  p r e c i p i t a d o  ob ten ido  d e l  Último 
paso  de c e n t r i f u g a c i o n  s e  denominó P105. 
Se sembraron 27 m 1  de l a  f r a c c i ó n  ( 1 7 , 6  mg de p r o t e -  
ína/ml)  en  una columna de  DEAE-celulosa (10x1 ,3  c m )  previamente  
e q u i l i b r a d a  con b u f f e r  C .  L a  columna f u e  lavada  con 100 m 1  de l a  
s o l u c i b n  bu f f e r  y e l u í d a  con un g r a d i e n t e  l i n e a l  de  N a C 1 ,  e n  e l  
mismo b u f f e r ,  donde l a  concent rac ión  s a l i n a  se incrementó de  O a 
0,5 M .  E l  volumen t o t a l  d e l  g r a d i e n t e  f u e  de  300 m l .  Se recogie -  
ron f r a c c i o n e s  de 5 ml, a una ve loc idad  de  4 ml/min. Las f r a c c i o -  
nes  con a c t i v i d a d  de a d e n i l a t o  ciclasa se j un t a ron  y c o n s t i t u y e -  
ron  l a  p r e ~ a w  m. 
Materiale5 y Métodos 
oarma en columnadeHexilamino - se- 
La p r e ~ m  (10  ml, 1 , 0 6  mg de p r o t e í n a / m l ) ,  s i n  
d i a l i z a r ,  f u e  sembrada en una columna de hexilamino-sepharúsa 
( 8 , 5 x 0 , 9  c m ) ,  previamente e q u i l i b r a d a  con b u f f e r  C, con ten iendo  
N a C l  0 , 2 5  M .  La columna s e  l av6  con 150 m 1  d e l  mismo b u f f e r  y se 
e l u y 6  con un g r a d i e n t e  l i n e a l  de NaC1,  donde l a  concen t r ac i6n  sa- 
l i n a  f u e  de  0 , 2 5  a 0 ,50  M. E l  volumen t o t a l  d e l  g r a d i e n t e  f u e  de  
250 m1 y se r ecog ie ron  f r a c c i o n e s  de  2,s  m 1  a una ve loc idad  d e  
0 , 5  ml/min. 
Las f r a c c i o n e s  que p re sen ta ron  l a  mayor a c t i v i d a d  de ade- 
n i l a t o  c i c l a s a  se combinaron cons t i t uyendo  l o  que s e  l lamo w-- 
t-acidn hexilamino - se~harosa. 
Es ta  p repa rac ión  f u e  concent rada  en un equipo "Speed Vac" 
marca Savant ,  y luego desa l ada  según l o  d e ~ c r i ~ t o  en e l  a p a r t a d o  
X . 3  de M a t e r i a l e s  y Métodos. 
La m a r a c i 6 n  -o - s e ~ h a r o s a  , concent rada  y desa-  
l a d a  f u e  sembrada (6,0 r n l ,  0 , 1 5  mg p ro t e ína /ml )  en  una columna 
p r e p a r a t i v a  de  U l t r o g e l  AcA34 (77 ,5x1 ,3  c m ) .  
La columna f u e  previamente e q u i l i b r a d a  con b u f f e r  T r i s -  
H C l  50 mM, 2-rnercaptoetanol 1 mM, N a C l  O,15 M .  Las f r a c c i o n e s  que 
presen ta ron  mayor a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  de  ciclasa se concen t r a ron  
y d e s a l a r o n  segun e l  a p a r t a d o  X . 3  de M a t e r i a l e s  y Métodos y esta 
prepa rac ión  se denominó f r a c c i k  lJltrone1,. 
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ON DE LOS PARAHUEOS MOLECU- - 
OS DE LA A D E N I L A T O W  
Se prepararon g rad ien tes  de 5 a 20% (P/V) de saca rosa ,  
 hecho^ en agua u 6xido de d e u t e r i o  (DzO) conteniendo TRIS-HC1 
50 mM, pH 7 , 4 ,  2-mercaptoetanol 1 mM, EDTA 0 , 5  mM y NaCl 0 ,15  M .  
Los g r a d i e n t e s  se formaron en tubos de a c e t a t o  de c e l u l o s a  co- 
r respondientes  a l  r o t o r  Beckman SW40. En e l l o s  fueron sembrados 
0 , 3  m 1  de una mezcla que contenía  l a  preparación enzimática co- 
r respondiente  (PreuaracWl DEAEl 0,32  rng de p r o t e i n a )  y l a s  si- 
g u i e n t e s  p r o t e í n a s  marcadoras: p-galactosidasa (Bscher íchia  co- 
li), 0,05  rng/ml; c a t a l a s a  (higado bovino) ,  0 , l  mg/ml; malato des- 
hidrogenasa (corazón p o r c i n o ) ,  0 ,01  mg/ml; l a c t a t o  deshidrogenasa 
(músculo de  cone jo ) ,  0 ,03  mg/ml y citocromo C (corazón de caba- 
l l o ) ,  S mg/ml. 
Las cen t r i fugac iones  fueron r e a l i z a d a s  a 40.000 rpm ' d u -  
r a n t e  18 hs, A ZeC. A l  f i n a l i z a r  l a  c o r r i d a ,  s e  recogieron f r a c -  
c iones  de 0 , 2  m 1 ,  succionando desde e l  fondo d e l  tubo con una cá-  
nula  conectada a una bomba p e r i s t a l t i c a ,  a una velocidad de 
0 , 5  ml/min. 
La f i l t r a c i ó n  s e  r e a l i z ó  en una columna de Ul t rogel  AcA34 
(60-140 pm) de d imen~iones  a l c a l í t i c a s  (45x0,75 cm) e q u i l i b r a d a  
con b u f f e r  PIPES 25 mM pH 6 , 5 ,  conteniendo 2-mercaptoetanol 1 mM 
y NaCl 0,15 M .  La muestra sembrada fue  l a  prsuaroción  QMEl de 
c ianobac te r i a s  ( 1 , 5  m l ,  1 , 0 5  mg de p r o t e í n a  por m l ) .  L a  columna 
so  eluyó con e l  mismo b u f f e r ,  a una velocidad de 0 , 5  ml/min y l a  
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t empera tura  s e  mantuvo a 4 ° C .  Se r ecog ie ron  f r a c c i o n e s  de 1,0 m l .  
Las p r o t e í n a s  marcadoras fue ron  añadidas  a l a  mues t ra ,  como se ha 
ind icado  e n  l a  secc i6n  111.1, en las  m i s m a s  concen t r ac iones .  
Se cons ide ró  como volumen de e x c l u s i ó n  de l a  columna, a l  
volumen de e l u c i ó n  de una s o l u c i 6 n  de  a z u l  de  d e x t r a n o ,  y como 
volumen t o t a l  a l  volumen a l  c u a l  se e l u y e  una s o l u c i ó n  de  CoClz 
1 M .  
IV. GALCU~IO DE LOS PBRAMETROS MQLRCWUSS E 
IV. 1. Volumeri a 6 ~ 1 : c j L k o  ~arcia;L 
E l  método usado f u e  d e s a r r o l l a d o  po r  Clarke  (237)  y '  Meu- 
n i e r  et a l .  (238)  p a r a  de te rminar  e l  volumen e s p e c í f i c o  p a r c i a l  
de complejos de m r o t e i n a - d e t e r g e n t e  Dicho método se basa en e l  
a n H l i s i s  de  l o s  c o e f i c i e n t e 6  de  sedimentación en  g r a d i e n t e s  d e  
dens idad  hechos en HzO y DzO, según e l  procedimiento d e s c r i p t o  
po r  Ede1stei.n y Schachman (239)  y basado en e l  cambio en e l  cae- 
-- 
-" -___ _ 
f i c  i e n t e  - de-sedimentación producido po r  e l  aumento d e  dens idad  de 
- -- - 
- - - _ _ _  _ _  _ ._-_ ".._- -_ - _- - - --- 
ooluc ión  por e l  uso de  DzO, cuando l a  c a n t i d a d  de d e t e r g e n t e  
P.. . - . - _ _ - -  - - - -=-- - - . - -  
unido es conocida.  
_---y- -- -- 
De acuerdo con e l  t r a b a j o  de  Martin y A m e s  ( 2 4 0 ) ,  l a  d i s -  
t a n c i a  ri r e c o r r i d a  desde e l  o r i g e n  p o r  c u a l q u i e r  macromolecula 
sometida a u l t r a c e n t r i f u g a c i ó n  en un medio i (i=H p a r a  H z O  e i=D 
p a r a  D2O)  e e :  
donde k i  es una c o n s t a n t e  en un medio, a una dada dens i -  
, dad p a r a  c u a l q u i e r  macromol~cula  con e l  mismo volumen e s p e c í f i c o  
p a r c i a l ;  Szo,w e s  e l  c o e f i c i e n t e  de  sedimentacibn de l a  macromo- 
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- 
l b c u l a  determinado en agua a 20°C ;  e s  e l  volumen e s p e c i f i c o  ^M 
p a r c i a l  y C i es l a  densidad d e l  medio i.. Dado que l a  dens i -  
dad (> i aumenta l i nea lmen te  a l o  l a r g o  d e l  g r a d i e n t e  de saca ro -  
sa ,  se hace una es t imac ibn  promedio de  e E e  parámetru tomando como 
v a l o r  ri/2. Bajo e s t a s  cond ic iones ,  e l  e r r o r  eri ~ i .  e s  menor q u e  \ 
e l  0,5%. Entonces ,  dados dos g r a d i e n t e s  de s a c a r o s a  r e a l i z a d o s  en  
HzO y en DzO, r e s u l t a :  
Siendo en tonces :  
Dividiendo a l  numerador y a l  denominador d e l  segundo ter- 
mino de l a  igua ldad  ( 3 )  por  r ~ k ~ ,  r e s u l t a :  
Por  o t r o  l a d o ,  l a  ecuacibn ( 2 )  puede p l a n t e a r s e  as í :  
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y segun la ecuacion de Svedberg: 
donde SH y SD son los coeficientes de sedimentaciOn apa- 
rentes  determinado^ experimentalmente en H 2 O  y DzO, respectiva- 
mente, y ? H y D las viscosidades de las soluciones en H2O y ? 
DzO, respectivamente, en la zona en que se ubica la macromol4cula 
analizada. 
De las ecuaciones ( 4 ) ,  (5) y (6). es entonces: 
La ecuación (7) fue utilizada para calcular el V de la a- 
denilato ciclasa SH, So,  ? H y Y D fueron obtenidos a partir 
de la comparación de la movilidad de la adenilato ciclasa con 
respecto a la de las proteínas marcadoras utilizadas, en l o s  gra- 
dientes de sacarosa en HzO y DzO, y cuyos valores numéricos serAn 
presentados en el capitulo "Resultados y Discusión". 
Las densidades > D  y P H fueron determinadas por gravi- 
metría, utilizando una micropipeta de 50 p1. 
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E l  v a l o r  d e l  r a d i v  d e  S tokes  (a) f u e  o b t e n i d o  a  p a r t i r  
d e l  p e r f i l  d e  las f i l t r a c i o n e s  en  g e l e s .  E l  v a l o r  fue e ~ t i m a d o  d e  
un g r g f i c o  de 8 VE Ve/Vo ( v o l u ~ i e n  d e  e l u c i o n  normal izado r e s p e c t o  
d e l  volumen de e x c l u s i ó n ) ,  o b t e n i d o  con l a s  p r o t e i n a s  marcadoras  
de pa rámet ros  mo lecu l a r e s  conocidos. ,  
E l  peso  molecu la r  d e  l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  f u e  c a l c u l a d o  
de  acuerdo  a l a  s i g u i e n t e  ecuac ión  ( 2 4 1 ) :  
s i e n d o  N e l  número de  Avogadro; v( z o , ~ ,  v i s c o s i d a d  d e l  
agua a 20°C  (1,100.10-2g/cm s e g ) ;  a ,  r a d i o  de  S t o k e s ;  Szo ,w,  coe-  
f i c i e n t e  de  sedirr1entaci6n a 20°C e n  agua ;  V, volumen e s p e c í f i c o  
parcial ; P z O , w y  dens idad  d e l  agua a 20°C (t1,9533 cm3/g) . 
Coeficiente friccional " . 
E l  c o e f i c i e n t e  f r i c c i o n a l  f u e  c a l c u l a d o  u t i l i z a n d o  l o s  
- 
parámet ros  mo lecu l a r e s  p rev iamente  o b t e n i d o s  ( V ,  a ,  M )  d e  acuerdo 
con l a  s i g u i e n t e  e cuac i6n :  
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Siendo f el coeficiente de fricción de la proteína y fo 
el coeficiente de fricción de la proteína esferica y anhidra de 
igual masa. 
IV.5. metros de  la^ ~rote-oras 
En la Tabla 6 se resumen los parametros moleculares de 
las proteínas marcadoras utilizadas en las centrifugaciones en 
gradientes de sacarosa y en las filtraciones en gelea. La tabla 
se confeccion6 en base a los datos reunidos por Haga et al ( 2 4 2 ) .  
Proteina 
Coeficiente Volumen Radio 
de Específico de Peso 






Tabla 6. Parametros rnoleculare~ e hidrodinámicos de las proteí- 
nas marcadoras 
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E L I S C T R Q F Q R E S I C  E'OJaI- 
E n  este c a s o  se usaron  m i n i g e l e s .  Las d i m e n s i o n e ~  d e l  g e l  
s epa rado r  f i ~ e r o r i :  5 crri de a l t o  x 1 , 5  mni de  e s p e s o r  y EU compos-i- 
c i ó n  f u e :  a c r i l a rn ida ,  10% (P/V);  b i s a c r i l a m i d a  0 , 5 %  ( P / V ) ;  SDS 
0 , 1 % ,  b u f f e r  TRIS-HC1 0 ,375  M pH 8 , 8 ;  TEMED 0,033% ( V / V )  y pe r -  
s u l f a t o  d e  amor~io (PSA), 2 mg/ml. Las d imensiones  d e l  g e l  concen- 
t r a d o r  fue ron :  1 c m  de  a l t o  x 1 mm de  e s p e s o r ,  y s u  composici0n:  
a c r i l a m i d a  5% (P/V);  b i ~ a c r i l a m i d a  0 ,1% (P/V);  SDS O , l% (P/V); 
b u f f e r  TRIS-HC1 0 ,125  M pH 6 , S ;  TEMED 0 ,07% ( V / V )  y PSA 2 mg/ml. 
Antes de  s e r . so rne t i daa  a e l e c t r o f o r e s i ~ ,  las  mues t ras  se 
d e s a l a r o n  según e l  a p a r t a d o  X.3.  de  Materiales y Metodos y se 
concen t r a ron  c o n t r a  una s o l u c i d n  de  s a c a r o s a  2 M en  TRIS-HC1 
10 mM pH 7 , 4 .  
Las a l í c u o t a s  de  las mues t ras  concen t radac  (10  a 30 pl) 
t r a t a d a s  con 10 a 30 p 1  de  l a  mezcla d e s n a t u r a l i z a n t e  de l a  s i -  
g u i e n t e  composición:  SDS 2% (V/V); b u f f e r  TRIS-HC1 0 , 0 6  M pH 6 , 8  
y a z u l  d e  bromofenol 0 ,02  mg/ml, se incubaron a 37°C d u r a n t e  
15 min, y luego  s e  sembraron en l o s  g e l e s .  L a  e l e c t r o f o r e s i ~  se 
r e a l i z 6  a una i n t e n s i d a d  de  c o r r i e n t e  c o n ~ t a n t e  d e  20 mA, d u r a n t e  
4 a 5 h e .  E l  b u f f e r  de  c o r r i d a  u t i l i z a d o  f u e  TRIS-gl ic ina  50 mM 
pH 8 ,  SDS 0 , 1 %  (P/V) 
Las p r o t e i n a ~  u t i l i z a d a s  para l a  c a l i b r a c i ó n  de  loe  pesos  
mo lecu l a r e s  f u e r o n :  miosina  (205000) ;  P - g a l a c t o s i d a s a  (116000) ;  
f o s f o r i l a s a  B (97400) ;  ovoalbúmina (45000) ;  a n h i d r a s a  c a r b b n i c a  
(29000) .  
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VI. 
La composici6n de l a  mezcla de  incubacibn f u e  l a  s i g u i e n -  
t e :  s ú l u c i b n  b u f f e r  TRIS-H 7 , s ;  3 - i s o b u t i l - 1  metil 
x a n t i n a  0,2 mM ; AMPc 1 mM ; [ C P ' ~  (con una 
a c t i v i d a d  e s p e c í f i c a  que v a r í a  e n t r e  100 y 600 cpm p o r  pmol);  
f o s f o c r e a t i n a  2 m M ,  c r e a t i n a  qu inasa  0,2 mg/ml y f r a c c i ó n  enzimá- 
t i ca  ( 5 0  a 200 pg de p r o t e í n a ) .  E l  volumen t o t a l  £ue de  0 , 1  m 1  Y 
las  incubacivnes  fueron  r e a l i z a d a s  a 37°C d u r a n t e  3 a 1 0  minutos .  
La r eacc ión  f u e  d e t e n i d a  po r  e l  agregado de 0 , l  m 1  de una so lu -  
c i ó n  que c o n t i e n e  ATP 40 mM y [ 3 H ]  AMP c í c l i c o  1 2 , 5  mM ( a c t i v i d a d  
e s p e c í f i c a  3 . 8 0 0  cprn por  pmol) y p o r  ca l en t amien to  de  3 minutos 
en un baño de  agua h i r v i e n d o  ( 2 4 6 ) .  
E l  AMP c í c l i c o  formado f u e  p u r i f i c a d o  s igu iendo  e l  proce-  
d imien to  de  c romatograf ía  s ecuenc ia1  en columnas de Dowex 50W-X4 
y alúmina d e ~ c r i p t o  p o r  Salomon et  a l  ( 2 4 7 ) .  La base  d e l  metodo 
c o n s i s t e  en s e p a r a r  e l  AMP c i c l i c o  r a d i o a c t i v o  de l o s  f o s f a t o s  y 
nucleót idof i  r a d i o a c t i v o s  o no (ATP, ADP, AMP, P P i ,  P i )  a t r a v é s  
de  una r e s i n a  in te rcambiadora  de  c a t i o n e s  (Dowex 50W-X4), donde 
l o s  H +  de  l a  r e s i n a  s e  in tercambian con l o s  -NHz+ de l a  adenina  
de  l o s  n u c l e ó t i d o s .  E l  AMP c i c l i c o  es e l  único  compuesto p a r c i a l -  
mente r e t e n i d o  po r  l a  r e s i n a ,  pues s u  c a r g a  p o s i t i v a  ( adenos ina )  
no e s  t o t a l m e n t e  c o n t r a r r e s t a d a  po r  la  ú n i c a  c a r g a  n e g a t i v a  d e l  
grupo f o s f a t o .  Luego d e l  p a s a j e  po r  l a  r e s i n a  Dowex 50W-X4, e l  
AMP c í c l i c o  f u e  ad ic iona lmente  p u r i f i c a d o  en una columna de a l ú -  
mina, que r e t i e n e  a t odos  l o s  compuestos f o s f o r i l a d o s  aun presen-  
t e s ,  excep to  e l  AMP c í c l i c o  que no se r e t i e n e  a pH n e u t r o .  
Los pasos  de  l a  p u r i f i c a c i b n  d e l  AMP c í c l i c o  se d e t a l l a n  
a con t inuac ión :  
Una vez d e t e n i d a  l a  r e a c c i b n ,  se agregG 1 m 1  de  HzO a l a  
muestra y s e  sembró en  una columna de r e s i n a  Dowex AG 50W-X4 
(200-400 mesh) forma H+ de 4 cm de l a r g o  po r  0 , 5  cm de diAmetro 
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interno. Después del pasaje de la muestra, se lav6 con 5 m1 de 
H2O en dos etapas, una de 1 m1 y otra de 4 ml, de~carthndose los 
eluídos . 
Luego se pasaron 6 m1 de HzO, recogiéndose el eluído di- 
rectamente sobre una columna de alúmina neutra (3 cm x 0,5 cm) 
previamente equilibrada con buffer Imidazol-HC1 0,l M, p H  = 7 , 5 .  
Una vez pasados los 6 m1 por la columna de alúmina, y habiendose 
desechado el eluído correspondiente, se lav6 esta columna con 
1 m1 de buffer Imidazol-HC1 y luego con 4 m1 del mismo buffer, 
recogiéndose el eluído en frascos de centelleo líquido. La radio- 
actividad se midió según el método de Bray ( 2 4 8 ) ,  afiadiendo a los 
frascos 13,s m1 de la mezcla centelleadora (naftaleno-dioxano). 
Las lecturas de radioactividas se realizaron en un canta- 
dor de centelleo liquido marca Beckman LS 1801. Se utilizaron los 
siguientes parámetros: para 3H (el AMPc tritiado agregado al fi- 
nalizar la incubaci6n permite calcular el % de recuperacion del 
AMP cíclico después del pasaje por las columnas) con ventana en- 
tre O y 200; y para 3zP, ventana entre 500 y 1000. Las recupera- 
ciones usualmente oscilaron entre un 50 y un 80%. 
VII. 
VII.1. di? m 
Se emplearon ratones Balb/c de seis semanas de edad. Los 
ratones recibieron, por inyección intraperitoneal 100 pl de la 
p-iorr m, concentrada - y de~alada, de aderrilato ciclasa 
de Aríabaena sp (PCC 7119), '89 pg de proteina (343 pmoles/min por 
mg proteína) mezclada con 100 p1 de adyuvante completo de Freund. 
A los 20 días, se aplica una nueva dosis de esta misma prepara- 
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c i ó n .  Cinco d í a s  mas t a r d e ,  s e  e fec túa  un sangrado y a l o s  r a t o -  
nes que presentan  buen t i t u l o  de ant icuerpo s e  10s i n y e c t a ,  quin- 
ce  d í a s  más t a r d e ,  con l a  misma preparación de a d e n i l a t o  c i c l a s a ,  
e s t a  vez con adyuvante incompleto de Freund. A l o s  t r e s  d i a s ,  l o s  
animales s e  s a c r i f i c a n  para  e f e c t u a r  la  f u s i ó n .  
Los ra tones  s e  s a c r i f i c a r o n  por d i s locac i6n  c e r v i c a l  y se 
introducen en una solución de d e s i n f e c t a n t e .  Se sacan l o s  bazos,  
s e  l o s  coloca en un tubo cOnico y s e  l o s  lava  dos veces con 10 m 1  
de p~erlio 1: RPMI , GIBCO ( 10,0  mg/ml) , NaC03H ( 2 mg/ml) , p i ruva tu  
de sodio  (91  mg/ml), glucosa ( 3  g / l ) ,  glutamina ( 0 , 2 9  mg/ml). 
Luego se l o  coloca en una c a j a  de p e t r i  que cont iene  5 m 1  de m- 
u ;t y se el imina e l  t e j i d o  adiposo. Una vez r e a l i z a d a  e s t a  ope- 
rac i6n  s e  l o s  coloca sobre  un tamiz metá l ico  y se l o s  d i sg rega  
con e l  embolo de una j e r inga  p l á s t i c a  deaca r t ab le  sobre  una p laca  
de P e t r i ,  que cont iene  5 m 1  de medio 1. Seguidamente s e  l ava  el 
tamiz sobre l a  p laca  de P e t r i  con 2 m 1  de m&.i ,~ l. Una vez f i n a -  
l i z a d a  e s t a  operación,  l o s  7 m 1  de l a  suspensibn (6,5x107 & l . ,  
96% v i a b l e s )  s e  t r a n s f i e r e n  a un tubo p l á s t i c o  con e l  extremo in-  
f e r i o r  cónico,  s e  d e j a  e n f r i a r  10 min en h i e l o ,  y se c e n t r i f u g a  
10 min a 800 rpm, se d e s c a r t a  e l  sobrenadante.  
A e s t a  suspensión s e  agregaron l , l x l O @  c e l .  de mieloma 
X 8 3  (94% v i a b l e s ,  8 m l ) ,  previamente lavadas con mediú 1 Y se 
c e n t r i f u g a  10 min a 800 rpm. Se d e s c a r t a  e l  sobrenadante y l a s  
c k l u l a s  sedimentadas s e  colocan a 37°C y s e  les agrega ,  lentamen- 
t e ,  1 m1 PEG 50%. A cont inuación s e  agregan 2 m 1  de medio 1 en 
2 rnin y luego 7 m 1  d e l  mismo medio en 3 min. Se c e n t r i f u g a  10 min 
a 800 rpm y luego s e  resuspende en 78 m 1  de medio 2 (medio 1 con 
p e n i c i l i n a  (100 U / m l ) ,  es t reptomic ina  ( 0 , l  mg/ml), N i s t a t i n a  
(50 pg/ml) y suero  f e t a l  bovino 10%).  
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Las c é l u l a s  se siembran en  caja^ de c u l t i v o  96 "mul t ip l a -  
cas" (105 c B l  por  pozo, 100 p 1 )  y se mantienen a 37OC en  una e s -  
t u f a  con atmGsfera de a i r e  y COZ 5%. 
A las 2 hs  s e  agregan 100 p 1  de  medio HAT ( m d i o  2 conte -  
n iendo 0 ,014  rng/ml de h ipoxan t ina ,  0,0038 mg/ml t i m i d i n a  y 0,0018 
a m i n o p t e r i n a ) .  A l o s  7 d í a s  s e  renueva e l  medio HAT de  l as  mul t i -  
p l a c a s  y luego cada tres d í a s  h a s t a  l a  v i s u a l i z a c i 8 n  de h í b r i -  
d o s .  
E l  clonado de  l o s  h í b r i d o s  s e  r e a l i z a  p o r  d i l u c i b n  l ímite 
( 1 2 ) .  Loe c l o n e s  p o e i t i v o s  (p roduc to re s  de a n t i c u e r p o s  capacee de 
i n h i b i r  l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a )  se d i luyen  en  giedio Ei[r (niledia IIBT 
s i n  aminopte r ina)  de  t a l  manera que queden 5 ;  1 y 0 , l  c é l u l a s  por 
pozo de l a  " m u l t i p l a c a " .  A las m u l t i p l a c a s  se l e s  agrega  p r e v i a -  
mente 105 c é l  de  bazo por  pozo ( c 6 l u l a s  a l i m e n t a d o r a s ) .  Los h í -  
b r i d o ~  s e  mantienen cambiándoles e 1  medio cada tres d í a s .  
VII.3. L l f s t e r m  de antAmmxpos en e l  medio de cultivo d e  
Para  de t e rmina r  l a  p r e s e n c i a  de  a n t i c u e r p o s  en l o s  medios 
de  c u l t i v o  de  hibr idomas,  s e  u t i l i z o  e l  sistema "VECTASTAIN", 
Vector L a b o r a t o r i e s  (IgG r a t b n ,  p e r o x i d a s a ) .  
Se procedi6  de  l a  s i g u i e n t e  manera: en m u l t i p l a c a c  p a r a  
enzimo- inmunoemsayo se siembra e l  a n t i g e n o  ( m c i 6 n  DEAE1, 
concent rada  y d e s a l a d a ) ,  80 ~1 ( 5  pg de p r o t e í n a ) ,  d i s u e l t o s  en 
NaC03H 50 r n M ,  pH 9,6. Se d e j a  t oda  l a  noche a 4°C. Se en juaga  dos  
veces  con PBS (NaC1 0 , 1 5  M, NazP04H 8 mM, KP04Hz 1,s mM). Se hlo-  
quea con 200 p l  BSA O, l% (seroalbúmina b o v i n a ) .  Se agregan 70 p 1  
d e l  medio de  c u l t i v o  de  hibr idomas.  Se incuba 1 h a t empera tura  
ambiente y s e  enjuaga dos veces  con PBS. Se agregan 80 9 1  de  an- 
t i I g G  de r a t 6 n  b i o t i n i l a d o  y s e  incuba 30 min a tempera tura  am- 
b i e n t e .  Se en juaga  dos  veces .  
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Se agregan 80 y 1  d e l  r e a c t i v o  ABC VECTASTAfN (Avidina DH, 
peroxidasa  b i o t i n i l a d a ) .  Se enjuaga c i n c o  veces  con PBS. Se ag re -  
gan 100 p 1  de s u s t r a t o  ( 0 , 4  mg/ml O-fenilendiamina en c i t r a t o  de 
s o d i o  0 , l  M pH 4 , 5 ) ;  luego se agregan de  3 a 5 p 1  de  HzOz 30%. Se 
incuba 10 min a t empera tura  ambiente en  oscu r idad .  
L a  r eacc ión  s e  d e t i e n e  por  e l  agregado de 100 p1 de HzSO4 
1 M .  La a p a r i c i ó n  de c o l o r  a m a r i l l o  es i n d i c a t i v a  de  l a  p r e s e n c i a  
de a n t i c u e r p o s  en e l  medio de c u l t i v o  de  l o s  hibr idomas.  
La p r e s e n c i a  de a n t i c u e r p o s  e s p e c í f i c o s  p a r a  a d e n i l a t o  
c i c l a s a  s e  determinb de  l a  s i g u i e n t e  manera: l a  prepa rac i6n  DEAEl 
( 5 0  p 1 ;  1 , 0 5  mg pro te ína /ml )  se preincubó con 50 p1  de  cada uno 
de  l o s  medios de c u l t i v o  que p r e s e n t d  a n t i c u e r p o s  ( v e r  a p a r t a d o  
a n t e r i o r ) ,  d u r a n t e  4 h s  en baño de h i e l o  y con ag i t ac ib r i .  Segui-  
damente, s e  determina l a  a c t i v i d a d  de  a d e n i l a t o  c i c l a s a  e n  pre- 
s e n c i a  de  Mnz+, como s e  e s p e c i f i c a  en  e l  a p a r t a d o  V I  de Mater ia-  
l e s  y Métodos. 
D e  e s t a  manera se se l ecc ionan  l o s  medios que p r e s e n t a n  e- 
f e c t o s  i n h i b i t o r i o s  sob re  a c t i v i d a d  enz imá t i ca .  
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VIII. N DE UN U C T O R  -TE A C- 
E l  modulador se p u r i f i c 6  de acuerdo a l  método de Ba raz i  y 
Clarke  ( 2 5 0 ) ,  modificado en n u e s t r o  l a b o r a t o r i o .  
La fraccibn S105 ( 2 8  ml, 50,2 mg pro te ína /ml)  se sembró 
en una columna de DEAE-celu.losa ( l O J 5 x 1 , 3  cm), previamente equi -  
l i b r a d a  con b u f f e r  PIPES 25 mM pH 6 , 5 ,  2-mercaptoetanol 1 m M .  L a  
columna s e  lavG con 100 m 1  d e l  b u f f e r  y se eluyG con un g r a d i e n t e  
l i n e a l  de NaCl de  0-0,5  M en  e l  mifimo b u f f e r .  E l  volurr~en t o t a l  
d e l  g r a d i e n t e  fue  de 500 m l  y se r ecog ie ron  f r a c c i o n e s  de  10 m 1  a 
una ve loc idad  de 2 , s  ml/min. 
Las f r a c c i o n e s  que con ten ían  calmodul ina  s e  combinaron, 
denominándose a Betas ,  p r e p a r a c i ó n  W .  
VIII.2. -ia de afinidad cclunia de Phenvl - sePharosa 
E s t e  paso  de  p u r i f i c a c i ó n  e s t á  basado en e l  t r a b a j o  d e  
Gopalakrshina y Anderson ( 2 5 1 ) .  
L a  prewar_aciin DEAES ce  c a l e n t ó  10 miri en  baño de agua a 
100°C, luego  s e  e n f r i ó  en h i e l o  y s e  c e n t r i f u g ó  10 min a 3000 rpm 
a t empera tura  ambiente.  Pos t e r io rmen te ,  se d i a l i z ó  c o n t r a  bu f£e r  
TRIS-HC1 50 mM pH 7,4, S-mercaptoetanol y se a j u s t ó  l a  concent ra -  
c i ó n  de Caz+ a 5 m M .  Esta preparac ion  (60 m l ,  0 , 6  mg p ro t e ína /ml )  
se sembró en  una columna de Phenyl-Sepharosa ( 1 0 ~ 0 ~ 8  cm) e q u i l i -  
brada con b u f f e r  TRIS-HC1 50 mM pH 7,4, 2-mercaptoetanol 1 mM y 
CaClz 0 , l  mM.  
L a  columna s e  l avó  pr imero con 30 m l  de e s t e  b u f f e r  y ,  
pos t e r io rmen te ,  con 36 m 1  de l a  misma s o l u c i 6 n  conten iendo  0 , s  M 
NaC1,  h a s t a  d e s a p a r i c i 6 n  de  absurbanc ia  a 280 nm. La columna se 
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e luyó  con 35 m 1  de b u f f e r  TRIS-HC1 50 mM,  2-mercaptoetanol 1 mM, 
EGTA 1 mM. Se recogieron  f r a c c i o n e s  de 1 m 1  con un f l u j o  de 
0,25 ml/min. 
IX. CION DE CALBODULINA 
E l  ensayo de calmodulina s e  r e a l i z b  midiendo l a  a c t i v a -  
c i ó n  producida sob re  l a  f o s f o d i e s t e r a s a  de  AMP c í c l i c o ,  de cere- 
bro  bovino dependiente  d e  calmodul ina.  
La mezcla de incubación c o n t e n i a :  TRIS-HC1 40 mM pH 8 ,  
MgClz 5 m M ,  CaClz 25 pM, albúmina bovina 1 mg/ml, [3H]-AMP cícl i -  
co 200 pM ( a c t i v i d a d  e s p e c í f i c a  100 cpm/mmol), p repa rac ibn  de  
f o s f o d i e s t e r a s a  de ce reb ro  bovino ( 2  mg pro te ína /ml)  y l a  frac- 
c i 6 n  c a l e n t a d a  co r re spond ien te .  E l  volumen f i n a l  de r eacc ibn  f u e  
0 , l  r n l .  Las incubaciones  s e  r e a l i z a r o n  a 30°C d u r a n t e  10 min. La 
r eacc ión  s e  detuvo ca len tando  en baño d e  agua a 100°C d u r a n t e  
1 min 30 s. 
La segunda incubaci6n s e  r e a l i z ó  agregando 40 p 1  de  fos -  
f o d i e s t e r a s a  de veneno de  s e r p i e n t e  (King cobra,  2 mg/ml) d u r a n t e  
30 min a 30°C. Es t a  r eacc ión  se detuvo agregando SO p 1  de una so- 
l u c i ó n  que c o n t e n í a  EDTA 50 mM y adenosina 5 mM. L a  adenosina 
marcada se s e p a r l  por  e l  agregado de una suspens ibn  (1 m l )  que 
c o n t e n í a  r e s i n a  Dowex AG1-X4 (200 a 400 mesh, 33% ( V / V )  y e t a n o l  
30%. Las muestras  se c e n t r i f u g a r o n  5 min a 3000 rpm y una a l í c u o -  
t a  de 0,s m 1  de l o s  sobrenadantes  se contó  con 3 m 1  de una mezcla 
c e n t e l l e a d o r a  de omnif luor  0 , 4 %  (P/V) y T r i t ó n  X l O O  30% ( V / V ) ,  en  
to lueno .  La r a d i o a c t i v i d a d  se midió e n  un contador  de c e n t e l l e o  
Beckman LS1801, u t i l i z a n d o  un programa con l e c t u r a s  p a r a  3 H .  
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DE AMP C I C l k I m - K l  
A partir de cerebro bovino se purific6 parcialmente la 
PDE por dos pasos de cromatografia en DEAE-celulosa, de acuerdo 
al m6todo de Tellez-Iñón et al (252). La actividad enzimhtica que 
eluye en un Único pico alrededor de 0,l M de NaCl se concentr6 y 
se guardó a -70°C en glicerol 10%. 
X . Z .  yo de l a  actividad de l a  PDE de Af&U&Wl s~ IPCC71191 
La actividad enzimática se midió de acuerdo al método 
descripto por Thomson y Appleman (253), con las modificaciones 
introducidas por Londesborough (254). La mezcla de incubación 
contenía: TRIS-HC1 40 mM pH 7,4, MgClz 5 NIM, [3H]-AMP cíclico 
1 vM (actividad específica 600 cpm/pmol) (255). 
El ensayo se realizó de la misma manera que en el aparta- 
do IX de Materiales y Métodos. 
Se realizó por el método de Lowry y col. (256), utilizan- 
do sero-albúmina bovina cristalina como patron. La cuantiflcaci6n 
de proteínas en las fracciones obtenidas en la columna de hexila- 
mino-sepharosa se efectuó siguiendo la absorbancia a 
280 nm/260 nm, y en las fracciones de la columna de Phenyl-sepha- 
rosa la determinacion de proteínas se realizó midiendo la absor- 
bancia a 280 nm. 
Materiales y Métodos 
G: f u e  medido p o r  s u  a b s o r c i ó n  e n  l a  banda d e  
S o r e t  (410 nm).  
Malato &.i&o-: s u  a c t i v i d a d  se mid ió  p o r  e l  con- 
sumo d e  NADH, en  p r e s e n c i a  d e  o x a l a c e t a t o ,  s i g u i e n d o  l a  d e e a p a r i -  
ciGn d e  s u  a b s o r b a n c i a  a 340 nm segun l o  d e s c r i p t o  e n  e l  Manual 
de  ens imas  d e  Worthington ( 2 5 7 ) .  
J l h d i a L Q  deBhidroaenasa:  s u  a c t i v i d a d  se de t e rminó  por e l  
consumo d e  NADH, en  p r e s e n c i a  d e  p i r u v a t o ,  d e l  mismo modo que  pa- 
r a  l a  mala to  de sh id rogenasa .  
-: l a  a c t i v i d a d  f u e  medida s i g u i e n d o  l a  d e s a p a r i -  
c i ó n  d e  HzOzj po r  l a  conve r s ión  de i o d u r o  a i odo ,  d e  acue rdo  a l  
método d e  T e r e n z i  et a l  (255) .  
c t o ~ i s k a :  se de te rminó  s u  a c t i v i d a d  u t i l i z a n d o  O- 
nitrofenil-f3-D-galacto-piranósido como s u s t r a t o ,  s i g u i e n d o  e l  m e -  
t o d o  d e s c r i p t o  en  e l  manual d e  Worthington ( 2 5 7 ) .  
Pa r a  este t r a t a m i e n t o  se u t i l i z ó  Sephadex G-50 ( p o r o  f i - '  
n o ) .  Se armo una pequeña columna d e  10 m 1  ( l e c h o  de g e l ) ,  e n  una 
j e r i n g a  y se c e n t r i f u g ó ,  agregando e l  b u f f e r  donde se q u i e r e  ob- 
t e n e r  l a  mues t r a ,  d u r a n t e  3 min a 3000 rpm. Luego se sembr6 l a  
mues t ra  (1 ml) y se c e n t r i f u g ó  nuevamente a  3000 rpm d u r a n t e  
3  min. 
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XII. 
DEBE-celulosa (DE-SS) provenien te  de Whatmari Chemical 
( C l i f t o n ,  New J e r s e y ,  U.S.A.)  
I n c .  
Phenyl-Sepharosa ( 4 B ) ,  de Pharmacia F ine  Chemicals ( S u e c i a )  
PIPES, Tr is-Base,  MIX, BSA, c a t a l a s a  de  hígado de t e r n e r a ,  c i t o -  
cromo C de corazón de c a b a l l o ,  malato  deshidrogenasa  de  corazGn 
p o r c i n o ,  D-galactos idasa  de  Escl~ericl~ia coli, c lorpromazina ,  tr i-  
f l u o r o p e r a z i n a ,  h ipoxan t ina ,  t i m i d i n a ,  aminopte r ina ,  ATP, AMPc, 
adenos ina ,  NAD+,  NADH2, PMSF, EGTA, PDE de veneno de  s e r p i e n t e  
(King c o b r a ) ,  zH20, de  Sigma Chemical Co. ( S t .  Louis ,  Missour i ,  
U.S.A.) 
Apro t in ina  ( T r a s y l o l )  de  Bayer (Leverkusen,  Alemania) 
U l t r o g e l  AcA34 de LKB-Produkter (Bromrna, Suec i a )  
Sacarosa  (Schwartz-Mann, Orangeburg, Nueva York, U.S.A.) 
Alúmina n e u t r a ,  PEG 6000, de  Merk (Darmstadt ,  Alemania) 
Resinas  d e  in te rcambio  i ó n i c o  AG-50 W-X4 y AGi-X4 (200  a 400 
mesh) p roven ien te s  de  Bio-Rad (Richmond, C a l i f o r n i a ,  U.S.A.) 
C r e a t i n a  qu inasa  de músculo de cone jo  y l a c t a t o  desh idrogenasa  de  
Bvehringer  (Mannheim , Alemania) 
[u-32-PIATP, [3H]AMPc, de  New England Nuclear 
E l  r e s t o  de  l o s  r e a c t i v o s  u t i l i z a d o s  fueron  de  grado  a n a l í t i c o .  

Las c i a n o b a c t e r i a s  son p r o c a r i o t e s  a u t o t r ó f i c o s  capaces  
de r e a l i z a r  f o t o s í n t e s i s  y de f i j a r  n i t r ó g e n o .  Es tos  dos  Lipoa de  
mecanismos, bioquimicamente incompat ib les ,  pueden l l e v a r s e  a cabo 
por e s t a r  temporal  o espac ia lmente  separados  en dos e s t r u c t u r a s  
c e l u l a r e s  d i f e r e n t e s :  l a  f o t o s í n t e s i s  en l a s  c é l u l a s  v e g e t a t i v a s  
y l a  f i j a c i b n  de n i t rógeno  en l o s  h e t e r o c i s t o s .  P re sen tan  po r  l o  
t a n t o ,  un e x c e l e n t e  modelo p a r a  e s t u d i a r  l a  d i f e r e n c i a c i ó n  c e l u -  
l a r  y l a s  s e ñ a l e s  dependien tes  de AMP c í c l i c o  invo luc radas  en las 
d i f e r e n t e s  r e s p u e s t a s .  
Con e l  f i n  de a n a l i z a r  l a  p o s i b l e  p a r t i c i p a c i ó n  de "se- 
gundo mensajero" en e s t e  proceso de d i f e r e n c i a c i ó n  se comenzó con 
e l  e s t u d i o  de l a s  c a r a c t e r í s t i c a s  d e l  s i s t ema  a d e n i l a t o  c i c l a s a .  
E l  primer  enfoque exper imenta l  e s tuvo  d e s t i n a d o  a l a  l o c a l i z a c i ó n  
s u b c e l u l a r  de l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a .  Para  e l l o ,  s e  r e a l i z ó  un 
f racc ionamiento  s u b c e l u l a r  de  un hornogenato de  Anabaena sp (PCC 
7119) ,  mediante una c e n t r i f u g a c i ó n  d i f e r e n c i a l  ( a p a r t a d o  1, Mate- 
r i a l e s  y Métodos). Los r e ~ u l t a d o s  de  e s t e  experimento s e  encuen- 
t r a n  en l a  Tabla  7 .  
D e  l o s  d a t o s  i n c l u í d o s  en l a  Tabla 7 ,  puede c o n c l u i r s e  
que l a  f r a c c i ó n  con mayor a c t i v i d a d  ( t o t a l  y e s p e c í f i c a )  es e l  
sobrenadante  de  105.000xg (5105). S i n  embargo, se encon t ró  una 
c a n t i d a d  c o n s i d e r a b l e  de enzima en e l  sedimento de  1.000xg.  E s t a  
f r a c c i ó n  corresponde a c é l u l a s  e n t e r a s  y pa redes  c e l u l a r e s .  L a  
p r e s e n c i a  de a c t i v i d a d  en e s t a  f r a c c i ó n  podr í a  debe r se  a una rup- 
t u r a  incompleta .  Cuando l a  homogeneización s e  r e a l i z ó  en presen-  
c i a  de  i n h i b i d o r e s  de p r o t e a s a s  como e l  PMSF 5 mM y a p o t r i n i n a  
( 2 5  U/ml), s e  observó que la l o c a l i z a c i ó n  s u b c e l u l a r  de  l a  adeni -  
l a t o  c i c l a s a  e r a  l a  misma, y que s u  p r e s e n c i a  en l a  f r a c c i ó n  ci-  






VOLUMEN PROTEINA TOTAL ESPECIPICA 
pmoles/ pmoles/rfiin/ 
NI i n  mg p r o t  
PMSF 
( 5  mM) 
- - - -  
ho~iogena to  26,O 7 1 , 9  15077 209 ,7  
A p r o t i n i n a  1000g( sed imento)  2 , 5  6 , 5  783 1 2 0 , s  
( 2 5  U / m l )  10000g(sedimento)  2 1 5  4 , 1  230 5 6 , l  
105000g(sedimento)  2 1 5  9 ,3  165 1 7 , 7  
105000g(sobrenadan te )  2 5 , 5  40 ,7  16665 409 ,4  
Tabla 7.  D i ~ t r i b u c i G n  de l a  a c t i v i d a d  d e  a d e n i l a t o  c i c l a s a  de 
Anabaena sp (PCC 7119) y e f e c t o  d e  i n h i b i d o r e s  d e  p r o t e a s a s  e n  l a  
l o c a l i z a c i 6 n .  
He~ultados y Discus ión  
t op l a smá t i ca  no era debida a  un producto de p r o t e ó l i s i s ,  pero  s u  
a c t i v i d a d  enz imat ica  e r a  considerablemente  mayor que l a  ob t en ida  
en  ausenc ia  de l o s  i n h i b i d o r e s  y e s t o  podr í a  debe r se  a  l a  presen-  
c i a  de p r o t e a s a s  muy a c t i v a s .  
Como s e  s a b e ,  Anabaena e s  un género de c i a n o b a c t e r i a s  que 
forma h e t e r o c i s t o s  a p a r t i r  de l a s  c e l u l a s  v e g e t a t i v a s .  E l  p a t r ó n  
p r o t e i c o  pa ra  ambos t i p o s  de  c é l u l a s  e s  muy d i f e r e n t e .  L a  degra-  
dac ión  de p r o t e í n a s ,  aparentemente ,  e s  l a  f u e n t e  de  aminoácidos 
para  l a  s í n t e s i s  de p r o t e í n a s  e s p e c í f i c a s  d e l  h e t e r o c i s t o .  L a s  
b a c t e r i a s  d e l  genero Anabaena poseen p r o t e a s a s  e s t imu ladas  p o r  
Caz+. Se ha p u r i f i c a d o  e s t a  c l a s e  de  p r o t e a s a  en Anabaena varia-  
bilis (ATCC 2 9 4 1 3 )  que es i n h i b i b l e  por  PMSF ( 2 5 9 ) .  E ~ t o s  d a t o s  
cont r ibuyen  a s u s t e n t a r  l o s  r e s u l t a d o s  ob ten idos  en l a  Tabla 7 .  
Se puede c o n c l u i r  en tonces ,  que l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  de  
Anabaena sp (PCC 7 1 1 9 )  es una enzima de l o c a l i z a c i ó n  c i top lasmá-  
t i c a .  
Se i n v e s t i g ó  también l a  v a r i a c i ó n  de l a  a c t i v i d a d  de l a  
enzima en l o s  d i s t i n t o s  e s t a d í o s  d e l  c u l t i v o .  Pa ra  e l l o ,  s e  h i z o  
una curva  de  c r e c i m i e n t o ,  obteniéndose e l  g r á f i c o  que s e  ve en l a  
Figura  24. 
Tambien s e  determinó l a  a c t i v i d a d  de a d e n i l a t o  c i c l a s a  en 
cada uno de  l o s  puntos  ob ten idos  de l a  F igura  24; e s t o s  r e s u l t a -  
dos pueden obse rva r se  en l a  Figura  25 .  
Durante l a  f a s e  exponenc ia l  de  c r ec imien to  l a  a c t i v i d a d  
enz imá t i ca  aumenta de manera c í c l i c a ,  hecho a t r i b u i b l e  a  que e l  
AMP c í c l i c o  r e g u l a r í a  c i e r t o s  a s p e c t o s  de l a  d i v i s i l n  c e l u l a r  
( 2 6 0 ) .  En l a  f a s e  e s t a c i o n a r i a ,  l a  a c t i v i d a d  enz imá t i ca  con t inúa  
aumentando, pero  en forma l i n e a l .  
Resultado5 y Discusión 
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Figura 24. Curva d e  crecimiento de Anabaena sp (PCC 7119) 
Resultado6 y Discusión 
Tiempo (días) 
Figura 25. Ac t iv idad  d e  a d e n i l a t o  c i c l a s a  a l o  l a r g o  d e l  c i c l o  de 
v i d a  d e  Anabaena sp (PCC 7 1 1 9 ) .  La f r a c c i b n  e n z i m a t i c a  u t i l i z a d a  
f u e  un S105, ATP 0 ,s  mM, M n z t  0,5  mM. 
Resultados y Discusión 
Para  de te rminar  l a s  concent rac iones  8pt imas de  ATP y ca- 
t i ó n  que r e q u i e r e  l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  de  Anahaena sp (PCC 7119) ,  
s e  determinó pr imero l a  concent rac ión  de p r o t e í n a  adecuada y e l  
t iempo de incubación d e l  ensayo;  e s t o s  r e s u l t a d o s  s e  pueden ob- 
s e r v a r  en  las  Figuras  26 y 27.  
En l a  F igura  26 s e  puede obse rva r  que l a  a c t i v i d a d  e n z i -  
mát ica  es proporc iona l  a l a  c a n t i d a d  de  p r o t e í n a  u t i l i z a d a ,  h a s t a  
0,35 mg por  ensayo.  Además, l a  a c t i v i d a d  enz imá t i ca  e s  l i n e a l  
r e s p e c t o  d e l  tiempo h a s t a  l o s  10 min de incubación ( F i g u r a  2 7 ) .  A 
p a r t i r  de  e s t o s  d a t o s ,  s e  u t i l i z a r o n  0,35  mg de p r o t e í n a  como 
f r a c c i b n  p r o t e i c a  y 5 min como tiempo de incubación p a r a  determi-  
n a r  l a s  concen t r ac iones  de  ATP y c a t i ó n  ópt imas.  Pa ra  e l l o ,  s e  
midió l a  a c t i v i d a d  de a d e n i l a t o  c i c l a s a  var iando  l a  concen t r ac ión  
de c a t i ó n  a una concent rac ibn  f i j a  d e l  n u c l e ó t i d o  y ,  a  s u  v e z ,  
modificando l a  concent rac ión  de ATP manteniendo f i j a  l a  de  ca- 
t i ón  . 
Como s e  puede obse rva r  en l a  F igura  S S ,  l a  a c t i v i d a d  en- 
z i rnat ica  en p r e s e n c i a  de  Mgz+ e s  d e s p r e c i a b l e ;  por  l o  t a n t o ,  s e  
u t i l i z b  Mnz+ como c a t i ó n  pa ra  de te rminar  las  condic iones  adecua- 
d a s  de t r a b a j o .  La concent rac ión  óptima de  Mnz+ f u e  2 , 5  mM y con 
r e s p e c t o  a l  ATP, e s t a  f u e  1 m M .  
Por o t r a  p a r t e ,  se d e t e c t 8  una modesta a c t i v a c i h n  cuando 
l a s  mezclas de r eacc ión  fueron  suplementadas con a c t i v a d o r e s  co- 
nocidos  de  c i c l a s a s  e u c a r i o t i c a s  como, f l u o r u r o ,  GTP, GMPP(NN)P o 
fo&ikól ina  (Tabla  8 ) .  Por o t r o  lado  no s e  d e t e c t ó  a c t i v a c i ó n  a l  
pre incuba r  o ensayar  l a s  p reparac iones  enz ima t i ca s  en  p r e s e n c i a  
de  t o x i n a  d e l  c ó l e r a  ( p r e t r a t a d a  o no con d i t i o t r e i t o l ) ,  e n  pre-  
s e n c i a  o ausenc ia  de NAD. 
Resultados y Discusión 
Figura 26. Actividad a d e n i l a t o  c i c l a s a  de Anabaena sp (PCC 7119) 
en funciGn de l a  c a n t i d a d  de p r o t e í n a .  L a  £racc i6n  enzirntitica u- 
t i l i z a d a  f u e  un 5105, ATP 0,5 mM, Mnz+ 2 , s  mM. 
Re~ul-bado~ y Discusión 
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Figura 27. Actividad de adenilato ciclasa de Anabaez~a sp (PCC 
7119) en funci6n del tiempo. La fraccibn enzimática utilizada fue 
un 5105 (0 ,35  mg p r o t e í n a ) ,  ATP 0 ,5  mM, Mnz+ 2,5 mM. 
Resultados y Di~cusión 
Agregados Actividad 
a d e n i l a t u  c i c l a s a  
(pmoles/min por m g  p r o t e í n a )  
Mg 1 niM 
Mg 1 mM + NaF 10 mM 
Mg 1 mM + GPP(NH)P 10 pM 
Mg 1 mM + GTP 10 p M  
Mg 1 mM + Porskol ina 0,05  mg/ml 
Tabla 8 .  Efecto de ac t ivadores  de c i c l a s a s  e u c a r i ó t i c a s  sobre  l a  
a d e n i l a t o  c i c l a s a  de Anabaena s p  (PCC 7119).  La f r a c c i ó n  enzima- 
t i c a  u t i l i z a d a  fue  l a  m a c i Q n  nEAEi (65  pg de p r o t e í n a )  
Todos e s t o s  da tos  indicaron  que l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  de 
Anabaena s p  se asemejar ía  a una t í p i c a  p r o t o c i c l a s a ,  s i m i l a r  a  
Neurospora crassa  ( 34 ) , Ht~cor rouxii ( 1 2  ) , Trypanosoma crusi 
( 2 2 ) ,  T e s t i s  ( 1 4 ) ,  Blastocladiella emersoni l  (38,261). 
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Figura 28. Actividad de a d e n i l a t o  c i c l a s a  Anabaena s p  (PCC 7119)  
en func ibn  de l a  concent rac i6n  de ATP a diferentes concen t r ac io -  
nes de c a t i ó n .  La f r a c c i ó n  enz imát ica  u t i l i z a d a  f u e  un 5105. 
( 0 , 3 5  mg p r o t e í n a ) ;  tiempo de incubac ión ,  5 min. 
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CACION DE LA BasNILBTO-CLASb DE sp 
E l  primer  paso de  p u r i f i c a c i ó n  c o n s i s t i ó  en una cromato- 
g r a f í a  en columna de DEAE-celulosa de un flC15. Los d e t a l l e s  expe- 
r i m e n t a l e s  de e s t e  procedimiento fue ron  d e s c r i p t o s  en  l a  s e c c i ó n  
11.1 de M a t e r i a l e s  y Metodos. En l a  F igura  29 se muestra  e l  per- 
f i l  c romatogr&f ico .  L a  a c t i v i d a d  enz imat ica  el.uy0 en uri. Único p i -  
c o  a una concent rac ión  aproximada de N a C l  de  0 ,25  M .  No s e  de tec-  
t b  a c t i v i d a d  enz imat ica  en las f r a c c i o n e s  co r r e spond ien te s  a l  l a -  
vado.  Eri cuan-to a l  p e r f i l  de  e luci6r i  de  l a  p r o t e í n a ,  éste rriostr6 
un máximo que s e  e l imina  de l a  columna con e l  l avado ,  en  d i c h a  
f r a c c i b n  s e  encuent ran  l a  mayor p a r t e  de  l o s  yigmentos de l a  an- 
t e n a ,  l a s  f i c u b i l i p r o t e í n a s .  
E s  impor tan te  d e s t a c a r  que l a  a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  d e l  
S105 es a l r e d e d o r  de 1 0  veces  mayor que l a  o b t e n i d a ,  en  l a 6  m i s -  
mas condic iones  que s e  d e t a l l a n  en l a  F igura  28,  y e s t o  s e  debe a 
que e l  c u l t i v o  e s  cosechó e l  d í a  21 ( v e r  F igu ra  2 4 ) .  
La a d e n i l a t o  c i c l a s a  e luy6  de l a  columna de DEAE con una 
a c t i v i d a d  e s p e c í f i c a  de  143 nmoles AMPc/min por  mg de p r o t e í n a .  
E s t e  v a l o r  e s  aproximadamente 40 veces  mayor que e l  cor respon-  
d i e n t e  sobrenadante  5105. 
Adicionalmente s e  e s t u d i ó  l a  a c t i v i d a d  de  f o s f o d i e s t e r a s a  
de  AMP c í c l i c o  en las  d i s t i n t a s  f r a c c i o n e s  de  l a  columna. Esta 
enzima e l u y e  a una concent rac ión  de NaCl ce rcana  a 0 , 2  M ( r e s u l -  
t a d o s  no mos t rados) .  También se e s t u d i ó  l a  p r e s e n c i a  de  un f a c t o r  
semejante  a calmodul ina ,  pero  4 s t a  f u e  b a j a  y e l u í a  a una concen- 
t r a c i ó n  de NaCl 0 , 3  M .  
Volumen (m11 
Figura 29. Cromatogra f ía  e n  columna d e  DEAE-celulosa d e  un Si05 
d e  Anabaena sp (PCC 7119) .  ( a ) ,  a c t i v i d a d  de a d e n i l a t o  c i c l a s a ;  
( O ) ,  p r o t e í n a .  L a  enzima se p u r i f i c ó  a par t i r  d e  un c u l t i v o  d e  2 1  
d í a s  ( v e r  F i g u r a  2 4 ) .  
Resultados y Di~cusiOn 
La p reua rac ión  I)EAE.1 f u e  sembrada en  una columna de hex i -  
lamino-sepharosa,  como f u e  d e s c r i p t o  en e l  a p a r t a d o  1 1 . 2  de Mate- 
r i a l e s  y Métodos. L a  Figura  30 muestra e l  p e r f i l  de  e l u c i b n  co- 
r r e s p o n d i e n t e .  
Como s e  puede o b s e r v a r ,  l a  enzima no queda r e t e n i d a  en  l a  
columna, s i n o  que e l u y e  con e l  lavado de l a  m i s m a .  Es to  s e  debe a 
que no se h a  el iminado e l  NaCl de  l a  p r e p a r a  w. Cabe men- 
c i o n a r  que cuando l a  muestra ea  d i a l i z a d a ,  l a  enzima es r e t e n i d a  
en l a  columna. S i n  embargo du ran te  l a  d i a l i s i s  l a  a c t i v i d a d  e n z i -  
mat ica  disminuye marcadamente. 
En e s t e  c a s o ,  l a  a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  recuperada e s  de  
8 2 0  nmoles AMP c í c l i cu /min  por  mg p r o t e í n a  e s  a l r e d e d o r  de  6 ve- 
c e s  m á s  que l a  ob t en ida  en l a  prev- =. 
Con e l  o b j e t o  de ob tene r  un grado de  p u r i f i c a c i ó n  mayor, 
l a  p r e ~ a r a u  - se-osa (combinaciOn de l a s  f r a c c i o -  
nes  con mayor a c t i v i d a d  de  c i c l a s a  d e l  paso  c romatográf ico  a n t e -  
r i o r ) ,  se concen t ró ,  d e s a l 8  ( v e r  apa r t ado  X 1 . 3  de M a t e r i a l e s  y  
Métodos) y s e  sembró en una columna de  U l t r o g e l  AcA34, p r e p a r a t i -  
va .  E l  p e r f i l  de l a  m i s m a  puede obse rva r se  en  l a  F igura  3í.Como 
puede o b s e r v a r s e ,  l a  enzima e l u y e  en  un s o l o  p i c o .  
Resultadon y Di~cusión 
Figura 30. Cromatografía de hexilamino-sepharosa l a  p r e ~ a r a c i b n  
DEAEl de Anabaena sp (PCC 7 1 1 9 ) :  ( O )  a c t i v i d a d  de ade r i i l a to  ci-  
c l a s a ;  ( 0 )  p r o t e í n a .  
Resultados y Discu~ión 
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Figura 31. Cromatugrafía preparativa en columna de Ultrogel AcA34 
de una p r e ~ ~ a c i h n  & hexi- -6e d u h a r o ~  - a de Anabaena sp (PCC 
7119): ( a ) ,  actividad de adenilato ciclasa; ( O ) ,  proteína. 
Resultados y Discusión 
Una a l í c u o t a  de  l a  p reparac ión  U l t r o g e l ,  ob t en ida  segun 
e l  a p a r t a d o  a n t e r i o r  ( 3 0  p 1 ,  aproximadamente 50 yg de p r o t e í n a )  
f u e  sometida a una e l e c t r o f o r e s i s  en g e l e s  de  poliacrilarnida-SDS 
10 % (P/V). E l  r e s u l t a d o  de l a  t i n c i ó n  d e l  g e l  puede obse rva r se  
en l a  F igura  3 2 .  Luego de l a  c o r r i d a  e l e c t r o f o r é t i c a ,  también se 
recuperó  l a  a c t i v i d a d  enz imát ica  d e l  g e l ,  según se d e s c r i b i ó  en 
l a  secc ión  V . l  de Mate r i a l e s  y Métodos. Los r e s u l t a d o s  pueden ob- 
s e r v a r s e  en l a  F igura  3 3 .  
La a c t i v i d a d  enz imát ica  recuperada d e l  g e l  de  p o l i a c r i l a -  
mida e s  muy b a j a  ( 4 , 5  pmoles/min po r  m l ) .  D e  l o s  r e s u l t a d o s  ex- 
pues tos  en l a s  F igu ras  32 y 3 3  l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  de Anabaena 
sp posee un peso molecular  a p a r e n t e  de  60000 p a r a  l a  banda p o l i -  
p e p t í d i c a  que p r e s e n t a  a c t i v i d a d  enz imá t i ca .  
En l a  Tabla 9 se muestran l o s  d a t o s  de p u r i f i c a c i ó n  de  l a  
a d e n i l a t o  c i c l a s a  de  Anabaena sp (PCC 7 1 1 9 ) .  La d i f i c u l t a d  p r i n -  
c i p a l  que su rge  en  l a  p u r i f i c a c i ó n  de e s t a  enzima e s  s u  i n a c t i v a -  
c i 8 n  r á p i d a  e  i r r e v e r s i b l e  ( 1 4 , 2 2 ) .  La misma s e  puede r e d u c i r  muy 
poco con e l  agregado de S-rnercaptoetanol,  g l i c e r o l  o  s a c a r o s a  
h a s t a  en un 20 %, a  l a s  s o l u c i o n e s  b u f f e r .  S i n  e l  agregado de  
g l i c e r o l  ( 5  %) no s e  podr í a  l l e g a r  más a l l á  d e l  paso de  p u r i f i c a -  
c i ó n  de c roma tog ra f í a  en  columna de DEAE-celulosa. 
Con r e s p e c t o  a  l a  p u r i f i c a c i ó n ,  se puede obse rva r  que en  
e l  primer  paso (DEAE-celulosa), e s  a l r e d e d o r  de  40 v e c e s ,  v a l o r  
que e s  más a l t o  que l o s  que s e  ob t i enen  normalmente en e s t e  t i p o  
de c roma tog ra f í a s .  
y " 
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Figura 32. E l e c t r o f o r e s i s  en g e l  SDS-poliacrilairiida 10 % (P/V). 
Pro te ínas  marcad ora^: M ,  miosina; P-gal,  j3-galactosidasa; Phb, 
f o s f o r i l a s a  b ;  BSA, seroalbúmina bovina; OVA, ovoalbúmina; C ,  an- 
h i d r a s a  carb9nica .  
Resultado8 y Discusión 
Figura 33. A, Curva de ca l i b r ac ión  de peso6 rno lecu la re~  de l a s  
p ro te ínas  marcadoras (e )  y de aden i la to  c i c l a s a  ( O )  obtenidas  d e l  
g e l  PAGE-SDS 10 % (P/V) de l a  Figura 3 2 .  B,  Localización de l a  
ac t iv idad  enzimatica de aden i l a to  c i c l a s a  d e l  PAGE-SDS 10 % .  
Reeultados y Discusi8n 
FRACCION PROTEINA ACTIVIDAD TOTAL , ACTIVIDAD ESPECIFICA PURIFICACION 
(mg) (nu~oles/min) % (nmoles/rnin por rng y r o t )  
Prevarac ion + .  
€ia?Ju 
Tabla 9. Pur i f i cac iGn  de l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  d e  Anaúaena ,rp (PCC 
7119) 
Teniendo en cuenta  l a  pe rd ida  de  a c t i v i d a d  enz ima t i ca ,  se 
es t imo que luego d e l  ú l t imo  paso,  l a  p u r i f i c a c i b n  s e r i a  del orden 
de 1500 veces .  La c a n t i d a d  de p r o t e í n a  ob ten ida  f u e  d e l  orden de  
l o s  50 pg, t en i endo  en cuen ta  que l a  enzima no se obtuvo en forma 
hornogenea se puede e s t i m a r  que l a  a d e n i l a t o  ciclasa r e p r e s e n t a r í a  
menos d e l  0,01% de l a  p ro te ína  s o l u b l e .  E s  evidente  que e ~ t a  en- 
zima e s  una p ro te ína  m i n o r i t a r i a  en Anabaena sp, hecho que carac-  
Leriza a  l a  mayoría de l a s  c i c l a ~ a s .  
La e l e c t r o f o r e s i s  en g e l e s  de po l i ac r i l amida  reve lb  l a  e- 
x i s t e n c i a  de una banda de 60 KD,  a ~ o c i a d a  a  l a  a c t i v i d a d  de ade- 
n i l a t o  c i c l a s a  (Figuras  32 y 3 3 ) .  En l a  Figura 32 pueden obser-  
va r se  dos bandas de mayor peoo molecular.  Dichas bandas no pre- 
eentaron a c t i v i d a d  enzimática y s e r í a n  contaminantes.  
Aunque l a  p u r i f  icaciGn s e  ha estimado en 1500 veces ,  l a  
enzima no s e  p u r i f i c ó  a  homogeneidad. Para poder hace r lo  Be ha 
in tentado l a  preparación de ant icuerpo6 monoclonales c o n t r a  l a  a- 
d e n i l a t o  c i c l a ~ a .  A pesa r  de haber obtenido h íb r idos  en l a s  p la-  
c a s  de fusiGn que inh ib ie ron  l a  a c t i v i d a d  de l a  a d e n i l a t o  c i c l a -  
s a ,  en aproximadamente un 5%, luego de haberse r e a l i z a d o  e l  c l o -  
nado de dichos h í b r i d o s ,  no s e  vo lv i6  a  obtener  inh ib ic ión  de l a  
a c t i v i d a d  enzimat i c a  . 
Existen muy pocos t r a b a j o s  en l a  l i t e r a t u r a  c i e n t í f i c a  
que descr iban  i n t e n t o s  ex i tosos  en l a  p u r i f i c a c i ó n  de l a  adeni la -  
t o  c i c l a s a .  Kornbl ih t t  et a l  ( 1 4 )  han obtenido muy buenos r e s u l -  
tados  en l a  p u r i f i c a c i ó n  de l a  enzima de t e s t í c u l o  de r a t a ;  l o  
mismo ocur re  en e l  t r a b a j o  de Reig Macia y c o l .  (262) con l a  pu- 
r i f i c a c i ó n  de l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  de Neurospora c r a s s a .  Quizás  
e l  Único t r a b a j o  completo h a s t a  e l  p resen te  s e a  la  p u r i f i c a c i ó n  a 
homogeneidad de l a  c i c l a s a  s o l u b l e  d e l  p r o c a r i o t a  Brev ibac ter ium 
l i q u e f a c i e n s  l levado a  cabo por Takai et  a l  ( 3 6 ) .  Siguiendo pro- 
cedimientos convencionales como p r e c i p i t a c i ó n  á c i d a ,  p r e c i p i t a -  
ciGn con s u l f a t o  de amonio, y  cromatograf ías  en columna de hidro-  
x i l o p a t i t a ,  DEAE-sephadex, y Sephadex GSOO, l o s  a u t o r e s  lograron 
p u r i f i c a r  l a  enzima 4500 veces ,  con un rendimiento d e l  10 %. L a  
enzima homogénea £ue c r i s t a l i z a d a  y presentG un peso molecular de 
92400, que e s t a b a  c o n s t i t u í d a  por  dos subunidades de 46000. Tam- 
-/--- 
- .- 
Resul-tados y Di~cus  ión 
b ien  d e t e r ~ i i n a r o n  l a  composición de aminokcidos de l a  enzima pu- 
r i f i c a d a ,  y c o ~ ~ p r o b a r o n  l a  presencia  de un a l t o  porcen ta je  de a- 
minoácidos itcidos e  h i d r o f l b i c o s  y  l a  ausencia  t o t a l  de c i s t e i n a .  
En l o  que respec ta  a  organismos e u c a r i o t a s ,  s ó l o  e x i s t e  
un t r a b a j o  en l a  l i t e r a t u r a  que informa haber p u r i f i c a d o  una ac- 
t i v i d a d  de c i c l a s a  (cerebro  bovino) a homogeneidad (263) .  Los au- 
t o r e e ,  Stellwagen y Baker, u t i l i z a r o n  una cromatograf í a  de af  i n i -  
dad azul-dextrano-sepharosa, seguida de una cromatograf ía  de in-  
tercambio i6nico  en PEAE-celulosa. Ut i l izando s61o e s t o s  dos pa- 
s o s ,  lograron una p u r i f i c a c i 6 n  de 250 veces con un rendimiento 
d e l  20%. Parece poco probable que con una p u r i f i c a c i ú n  de 6610 
250 s e  obtenga una c i c l a s a  en es t ado  homog&neo, sobre  todo t e -  
niendo en cuenta  que en l a  mayoría de l o s  t e j i d o s  anal izados  l a  
c i c l a s a  cons t i tuye  una proporcibn extremadamente ba ja  de l a  pro- 
t e í n a  t o t a l  de l a  c k l u l a .  En e l  segundo paso de p u r i f  i c a c i l n ,  l a  
enzima e luye  de una columna de DEAE-celulosa e q u i l i b r a d a  a  pH=8 a 
una concentraci6n de N a C l  de 0 , 9  M .  Este  hecho parece b a s t a n t e  
inusua l  s i  s e  t i e n e  en cuenta que l a  c i c l a s a  de t e e t i c u l o  de r a t a  
( 14), Neurospora c r a s s a  ( 2 6 2 ) ,  corazon canino (2641, hígado de 
r a t a  ( 265) , F a s c i o l a  h e p á t i c a  (266) , B r e v i  b a c t e r i u m  l i q r i e f a c i e n s  
( 7 6 ) ,  Medicago s a t i v a  (231, y  l a  de Anabaena sp eluyen de colum- 
nas de DEAE-celulosa equ i l ib radas  a pH ce rca  de l a  n e u t r a l i d a d  a  
concentraciones de NaCl comprendidas e n t r e  0,Z  y  0 , 3  M .  
Adem&s, se puede s e ñ a l a r  que l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  de Ana- 
baena sp ( P C C  7119) pur i f i cada  t i e n e  una a c t i v i d a d  e s p e c í f i c a  dos 
Grdenes mayor que todas  l a s  p u r i f i c a d a s  has ta  e l  momento. 
Re~ultados y Discusión 
La Figura  34 muestra e l  p e r f i l  de  e l u c i ó n  de  una p n a -  
c.icín QlWil de l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  de  Anabaena sp cromatograf iada  
en una columna a n a l í t i c a  de  U l t r o g e l  AcA34. L a s  f l e c h a s  i n d i c a n  
l a  p o s i c i ó n  de l o s  p i c o s  de  l a s  p r o t e í n a 6   arcado dora^. L a  enzima 
e luy6  a  una r e l a c i b n  V\Vo de 1,6, co r re spond ien te  a  un r a d i o  de  
S tokes  de  6,O nm. 
Con e l  o b j e t o  de conocer e l  c o e f i c i e n t e  de sed imentac ión  
( S z o , ~ )  y e l  volumen e s p e c í f i c o  p a r c i a l  ( V )  de l a  enzima, se rea-  
l i z a r o n  c e n t r i f u g a c i o n e s  en g r a d i e n t e s  de  s a c a r o s a  en  HzO y en 
2Hz0. Los r e s u l t a d o s  son l o s  que se muestran en l a  F igu ra  35. 
Tanto en H z O  como en  ZHzO, l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  sedimentó 
generando un p i c o  a s i m e t r i c o .  E l  experimento mostrado en  l a  Figu- 
, . 
ra 35 corresponde a  g r a d i e n t e s  sembrados con una p rePa rac lon  
DEAE1. En l a  Figura  35 i n s e r t a  s e  g r a f i c 6  l a  d i s t a n c i a  r e c o r r i d a  
po r  cada p r o t e í n a  marcadora ( r ) ,  en func ión  de l o s  c o e f i c i e n t e s  
de sedimentación ( S )  co r re spond ien te s .  
Dicha curva de  c a l i b r a c i ó n  muestra que l a  p o s i c i ó n  de  l a  
a d e n i l a t o  c i c l a s a  de  Anahena  sp . respecto  de  l a s  p r o t e í n a s  marca- 
d o r a s  ec  l a  misma ( c o n s t a n t e  de  sedimentación,  6,0 S ) .  E s t e  hecho 
i n d i c a  que l a  c i c l a s a  posee e l  mismo v a l o r  de  volumen e s p e c í f i c o  
p a r c i a l  ( V )  que  la^ p r o t e í n a s  g l o b u l a r e s ,  es d e c i r  0 , 7 4  ml/g. 
Resultados y Discusión 
Figura 34. Cromatograf í a  en columna a n a l í t i c a  de U l t r o g e l  AcA34 
de una p reua r  & de Anabaena sp (PCC 7119)  . E1 grAf i c o  
i n c l u í d o  muestra l a  r e l a c i b n  e n t r e  V / V o  y l o s  r a d i o s  de  S tokes  
pa ra  las d i f e r e n t e s  p r o t e í n a s  marcadoras ( a )  y p a r a  l a  c i c l a s a  
(O). Vo, volumen de e x c l u s i b n ;  G ,  D-galac tos idasa ;  C, c a t a l a ~ a ;  
L ,  l a c t a t o  desh idrogenasa ;  M ,  malato  desh idrogenasa ;  CC, c i t o c r u -  
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Figura 35. Cent r i fugac i6n  e n  g r a d i e n t e s  de densidad de s a c a r o s a  
. r de una p reua rac lon  de l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  de  Anabaena s p  
(PCG 7 1 1 9 ) .  Loa g r a d i e n t e s  fueron  hechos en HzO o en Z H z O .  En e l  
i n s e r t o  s e  g ra f icG l a  movil idad en func i6n  de las c o n s t a n t e s  de 
sedimentaci6n pa ra  l a s  p r o t e í n a s  r ~ a r c a d o r a s  ( 6 )  y l a  a d e n i l a t o  
c i c l a s a .  Las a b r e v i a t u r a s  u t i l i z a d a s  son i g u a l e s  a las  de l a  f i -  
gura  a n t e r i o r .  
Resultados y Discusión 
Este v a l o r  e& c a r a c t e r í s t i c o  de e s t a s  p r o t e í n a s  encontradas en 
f r acc iones  so lub les  y ca ren tes  de s u s t a n c i a s  l i p í d i c a s  asociadas .  
Conociendo l o s  va lo res  d e l  r a d i o  de Stokes,  e l  coe f i c i en -  
t e  de sedirnentaciGn y e l  volumen especí f  i c o  p a r c i a l  de l a  enzima, 
e s  f a c t i b l e  es t imar  su  peso moleeular r e l a t i v o  u t i l i z a n d o  l a  f 6 r -  
mula planteada en l a  seccidn I V . 3  de Mater iales  y MGtodos. E l  va- 
l o r  ha l lado  e s  de 183400.  Ademhs, s e  c a l c u l 6  un c o e f i c i e n t e  f r i c -  
c i o n a l  de 1,59 para l a  enzima, usando l a  fbrmula d e l  apar tado 
I V . 4  de Mater ia les  y Mktodos. La Tabla 9 resume l o s  pariimetros 
muleculares e hidrodinámicus de e s t a  a d e n i l a t o  c i c l a s a .  
LOE r e su l t ados  corresponden a t r e s  experimentos d i f e r e n -  
t e s  r e a l i z a d o s  con d i s t i n t a s  preparaciones e n z i m á t i c a ~ .  
PARAMETRO VALOR 




f / f o  
Tabla 10. Parametros moleculares e hidrodinamicos de l a  a d e n i l a t o  
c i c l a s a  de Anabaena sp (PCC 7 1 1 9 ) . S ,  c o e f i c i e n t e  de sedimenta- 
c ibn ;  a ,  r a d i o  d e  Stokes;  V ,  volumen e s p e c í f i c o  p a r c i a l ;  f / f o ,  
c o e f i c i e n t e  f r i c c i o n a l .  
Resultados y Discusión 
En l a  t a b l a  11 e e  muest ran  l o s  parHmetros h idrudini tmicos  
y molecu l a r e s  de d i s t i n t a f i  a d e n i l a t o  ciclasas s o l u b l e s  de d i s t i n -  
t o ~  organismos.  
Se puede comprobar que e x i s t e  una marcada d i f e r e n c i a  en-  
t r e  l a s  c i c l a s a s  ~ o i u b l e s  q u e  se c i t a n  en  l a  t a b l a  11 y la d e  
Anabaena s p ,  exceptuarido l a  de  Rhisobium medi 10 ti y Nei~rofipura 
oras sa ,  a l a s  c u a l e s  e e  asemeja .  
Los pa ramet ros  rnoleculares  e hidrod inámicos  d e  l a  aden i -  
l a t o  c i c l a s a  de  Anabaena s p  son s i m i l a r e s  a l a s  ens imas  de  euca-  
r i v t e s  s u p e r i o r e s  a s o c i a d a s  a  membranas. E l  hecho d e  que l a  ade- 
n i l a t o  c i c l a s a  de  Anabaeua sp mos t r a r a  una banda c o r r e s p o n d i e n t e  
a 60000 y que l a  enzima n a t i v a  posea  un peso molecu la r  de  183400,  
s u g i e r e  que  e s t a  enzima s e a  una p r o t e í n a  o l i g o m e r i c a .  
Uedicago Rliizobiu~ 
Testiculo sativa B. ligue- r e l i l o t i  
Tejido soluble (a l fa l fa )  faciens (soluble) N.crassa dnabaena sp 
Referencia Kornblihtt 'carricarte Tahai Carricarte Reig Bianchini 
(14) (23 1 (761 (32) (267 (271) 
PI 74000 
sltw ( 6 )  113  
Radio Stokes (na) 3,9 
7 ( i l / g )  0,74 
f / fo  114 
Tabla 11. Parámet ros  mo lecu l a r e s  e kidrod inámicos  d e  d i s t i n t a s  
a d e n i l a t o  c i c l a s a s .  
Resultado~ y Discusión 
E l  v a l o r  ob ten ido  d e l  c o e f i c i e n t e  f r i c c i o n a l  ( P / f o )  1,59 
permi te  d e c i r  que e s t a  enzima s e  a l e j a  de l a  e ~ f e r i c i d a d ,  ya  que 
d i cho  v a l o r  es mayor que l a  unidad.  
IV. 
Por c romatograf ía  en DEAE c e l u l o s a  d e l  5105, como s e  des-  
c r i b i ó  en  l a  secciCn VIII.l de Mate r i a l e s  y Metodos, s e  obtuvo u- 
na f r a c c i o n  que e s t i m u l a  l a  f o s f o d i e s t e r a s a  de  c e r e b r o  bovino de- 
pend ien te  de  Caz+-calmodulina. E l  ensayo de s u  a c t i v i d a d  se efec- 
t u ó  en l a s  f r a c c i o n e s  de l a  columna, previamente c a l e n t a d a s  a 
100°C d u r a n t e  10 min sob re  l a  PDE de AMP c í c l i c o  de  c e r e b r o  bovi-  
no ( v e r  a p a r t a d o  IX de M a t e r i a l e s  y Métodos).  
Como se observa en l a  F igura  3 6 ,  e l  f a c t o r  e l u y e  en un 
s o l o  p i c o  a a l r e d e d o r  de  0 , 3  M de  N a C 1 .  Las f r a c c i o n e s  que pre-  
s e n t a r o n  mayor a c t i v i d a d  t i p o  calmodulina s e  combinaron denomi- 
nando a é s t a s  p r e u a r a  m. 
La p r e p a r a c l v n  * * R.IWC2 previamente c a l e n t a d a  a 100°C, cen- 
t r i f u g a d a  y a j u c t a d a  a 5 m M  C a C l z  ( M a t e r i a l e s  y Métodos, V I I . 2 )  
f u e  sembrada en una colurriria de  P k ~ e n y l - s e p h a r o ~ a .  La F igura  37 
muestra e l  p e r f i l  de e l u c i h n .  Corno se puede o b s e r v a r ,  l a  a c t i v i -  
dad "calmodul ina"  e luyó  en  un s o l o  p i c o ,  luego d e l  agregado de  
EGTA 1 mM. Las f r a c c i o n e s  de  mayor a c t i v i d a d  s e  d i a l i z a r o n  y l ue -  
go s e  concent ra ron  po r  u l t r a f i l t r a c i ó n  en Amicon UM-10. Es ta  p re -  
pa rac ión  a s í  ob t en ida  s e  u t i l i z ú  pa ra  l o s  e s t u d i o s  de  r e g u l a c i o n  
de l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  de  Anabaenñ sp (PCC 7119) .  
Volumen (mi) 
Li'igura 36. C r ~ m a t ~ o g r a f í a  e n  columria de DEAE-celulosa de un S I O S  
de Anabaena sp ( P C C  7 1 1 9 ) .  ( e ) ,  a c t i v i d a d  ca lmodul ina  ( U ,  1 u n i -  
dad 8e define como e l  e q u i v a l e n t e  a l  imcremento d e  1 nmol de 5' 
AMP/min) ; ( 0 )  , p r p t e í n a .  
Resul-tados y Discusión 
Volumen (mi)  
Figura 37. C:roniatografía en columria - de Phenyl-sepharosa de uria 
. ,- preuaraciun W .  ( e ) ,  a c t i v i d a d  calniodulina ( U ,  1 unidad se de- 
f i n e  como e l  e q u i v a l e n t e  a l  increuiento de  1 nmol de  5'AMP/min); 
(a) , P r o t e i n a .  
Re~ultado~ y Discusión 
De todo  l o  expues to ,  l a  e x i s t e n c i a  de  una s u s t a n c i a  e n  
Anabaena sp con propiedadea de  calmodulina ce apoya en l a s  si- 
g u i e n t e ~  ev idenc ia s  : 
E l  f a c t o r  e s  t e rmoes t ab l e  y e s  capaz de a c t i v a r  l a  f o s f o d i e s -  
t e r a s a  de  AMP c í c l i c o  de  c e r e b r o  bovino,  dependien te  de  Caz*- 
calmodul ina .  
La p r o t e í n a  es r e t e n i d a  en una columna de DEAE-.celulosa, l o  
que impl ica  s u  comportamiento a c í d i c o  (F igu ra  3 6 ) .  
La p r o t e í n a  e s  r e t e n i d a  por  columnas de  a f i n i d a d  de phenyl- 
sepharosa  en p r e s e n c i a  de C a z +  y es p o s i b l e  e l u i r l a  por  e l  a- 
gregado de EGTA (F igu ra  3 7 ) .  
ION DE LA AC- DE 
dldlmw (PCC 7 m  
E l  primer  e f e c t o  observado d e l  f a c t o r  semejante  a calmo- 
d u l i n a  de  Anabaena sp, f u e  l a  a c t i v a c i ó n  de l a  f o s f o d i e ~ t e r a s a  de  
AMP c í c l i c o  de c e r e b r o  bovino a c t i v a b l e  por  Caz+-calmodulina.  E s -  
t a  propiedad se u t i l i z 6  p a r a  s e g u i r  l a  l o c a l i z a c i 6 n  d e l  f a c t o r  
du ran te  e l  p roceso  de p u r i f i c a c i 6 n .  Con e ~ t e  d a t o  expe r imen ta l ,  
fiumado a l o s  an t eceden te s  e x i s t e n t e s  en  l a  l i t e r a t u r a  c i e n t í f i c a  
sob re  l a  modulaciOn de  alguna^ a d e n i l a t o  ciclasas por  calruoduli- 
n a ,  s e  ensayó e l  e f e c t o  de l a  calmodul ina  de  c e r e b r o  bovino y d e l  
f a c t o r  de  Anabaena sp (p repa rac ibn  phenyl-sepharusa ,  s e c c i 6 n  
V I I I . 2  de  M a t e r i a l e s  y Métodos) s o b r e  l a  a c t i v i d a d  de l a  a d e n i l a -  
Resultados y Discusión 
t o  c i c l a s a  de l a  b a c t e r i a  medida e n  p r e s e n c i a  de  ATPMg2+ como 
s u s t r a t o  . 
En pr imer  termino s e  determinaron l a s  concen t r ac iones  óp- 
timas de Caz+ y Mgz+ pa ra  ob tene r  l a  mayor a c t i v a c i o n  de l a  e n z i -  
ma . 
En l a  F igura  38 se puede v e r  que aún en ausenc ia  de  Caz+ 
hay a c t i v a c i ó n  por  calmodul ina .  Es to  puede deberoe a la  e x i s t e n -  
c i a  de  La ja s  concent rac iones  de C a z +  en las s o l u c i o n e s  b u f f e r  e m -  
p leadas  ( 2 7 2 ) .  
Además, s e  observa que a l  aumentar l a  concen t r ac ión  de 
C a z + ,  e l  n i v e l  de  a c t i v a c i ó n  disminuye.  Se e f e c t u a r o n  en tonces ,  
cu rvas  de  l a  a c t i v i d a d  e r ~ z i m á ~ i c a  var iando  l a  concen t r ac ión  de  
Mgz+ y en  cada una de  e l l a s  s e  mantuvo f i j a  l a  concentraciOn de  
Caz+ en  0, 5 ,  10, 2 5  o 50 pM. Es tos  r e ~ u l t a d o s  s e  observan en l a  
F igura  3 9 ,  donde en p r e s e n c i a  de  Caz+ 10 pM se o b t i e n e  una a c t i -  
v a c i l n  mgxima en p r e ~ e n c i a  de  Mgz+ 1 mM. 
Luego de  haber  determinado las  concen t r ac iones  óptimao de  
Caz+ Y Mgz+ pa ra  l a  a c t i v a c i o n  de l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a ,  s e  e e t u -  
d i 6  l a  enzima en función de concen t r ac iones  v a r i a b l e s  de calmodu- 
l i n a  de  c e r e b r o  bovino.  Los r e s u l t a d o s  se muestran en l a  F igu ra  
4 0 .  L a  a c t i v a c i ó n  de l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  de Anaúaena s p  depende 
de l a  c o n c e n t r a c i l n  de  calmodulina_, es s a t u r a b l e  y l a  mitad de  l a  
e s t i m u l a c i l n  máxima se a l canza  con 1 2  pg/ml d e l  modulador. 
Como ya s e  ha demostrado, l a  a c t i v i d a d  de l a  a d e n i l a t o  
c i c l a f i a  de Anabaena sp e s  mucho más e levada  con Mr12+-ATP como 
s u ~ t r a t o  y b a j o  e s t a s  condic iones ,  e l  agregado de calmodul ina  de  
c e r e b r o  bovino nu modi f ica  l a  a c t i v i d a d  enz imkt ica  (Tabla  1 2 )  . 
Resultados y Discusión 
Figura 38. Activaci6nS de la actividad de adenilato ciclasa de 
Anabaena sp (PCC 7119) en presencia de calnodulina d e - m d  o-, 
vino ( 50 p g / n ~ l )  ATP 0 , 5  mM; f racci6r-L enzim&tica, -cwa~i~rr 
(55 pg proteína). A, MgClz 1 , O  mM; B, MgClz 2,s mM; (O), 
sin calmodulina; (e )  con calmodulina. 
Resultados y Discusión 
Figura 39. k c t i v a c i ~ n  de a d e n i l a t o  c i c l a s a  de  Anabaena s p  (PCC 
7119) por  calmodilliria de c e r e b r o  bovino ( 5 0  pg/ml). La rriezcla de 
r eacc ibn  c o n t i e n e  CaClz 1 0  pM. FracciOn enz ima t i ca ,  prevaraci6~ 
DEAEl (55 11g prc ) te ína)  ; ( 0 )  s i n  calmodul ina;  ( 8 )  con calmodul ina .  
He~ultados y Discusión 
Calmodulina (pg/ml) 
Figura 40. ActivaciGn de a d e n i l a t o  c i c l a ~ a  de Anabaena s p  (PCC 
7 119) p o r  calrnodi~liria de c e r e b r o  bovirio. L a  rriezcla de incubacihn 
c o n t i e n e  C a C l z  10 pM; MgClz 1 m M ,  ATP 0 , 5  mM. L a  f r a c c i u n  enzimá- 
tica u t i l i z a d a  f u e  l a  preparac-i.6n ( 4 5  pg p r o t e í n a )  
Agregados Act ividad a d e n i l a t o  c i c l a s a  
(nmoles/min po r  m g  p r o t e í n a )  
- 
--- 133 
CaM c e r e b r o  bovino 142 
CaM h o j a s  e sp inaca  146  
-- 
Tabla 12.  Actividad de a d e n i l a t o  c i c l a ~ a  de Anabaena sp ( P C C  
7119) medidas en p r e ~ e n c i a  de MnClz 2 , s  mM y ATP 1 mM. La f r a c -  
c i 6 n  enz i r r~&t ica  u t i l i z a d a  f u e  l a  p r e p a r a c i o a  . . DEAEi (65  pg p r o t e í -  
n a )  , 25 pg/nil ca lmodul ina  de  c e r e b r o  bovino,  100' p g / ~ 1 1  calmodul i -  
na esp inaca .  
Tomando como base  e l  comportamiento de l a s  c i c l a s a s  euca- 
r i ó t i c a s ,  en p r e s e n c i a  de  q u e l a n t e s  de  C a z +  o de drogas  d e r i v a d a s  
de  l a  f e n o t i a z i n a ,  s e  d e b e r í a  r e v e r t i r  e l  e f e c t o  de  a c t i v a c i ó n  
que produce l a  calmodul ina  sob re  l a  enzima en e s t u d i o  ( 7 ) .  En l a s  
F igu ras  41 y 42 s e  muestran l o s  r e s u l t a d o s  ob ten idos  con EGTA, 
c lorpromazina y t r i f  l uope raz ina  sob re  la  a c t i v i d a d  enzirnAtica de 
l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  d e  Anabaena sp en condic iones  6pt imas de  ac- 
t i v a c i ó n  p o r  calmodul ina .  Los d a t o s  i n d i c a n  que t a n t o  e l  EGTA co- 
mo la c l o r p r o ~ ~ a s i n a  y l a  t r i f  l uope raz ina  bloquean l a  a c t i v a c i ó n  
de l a  a d e n i l a t o  ciclasa de Anabaena sp, producida por  Caz+-calmo- 
du 1 irta. 
Resultados y Discusión 
Las concen t r ac iones  de c lorpromazina y t r i f l u o p e r a z i n a  
que bloquean e l  50 % de l a  a c t i v a c i ó n  rnaxima f u e  de  30 p M  y 
150 pM , respec t ivamente  . 
La concent rac i6n  d e  clorpromazina n e c e s a r i a  pa ra  l a  i n h i -  
b i c i 6 n  de l a  a d e n i l a t o  ciclasa de Anabaer~a sp f u e  s i m i l a r  a l a  
r e q u e r i d a  p a r a  bloquear  l a  es t imu lac ión  de l a  PDE de  AMP cícl ico 
de N. crassa (270)  y tres veces  menor que l a  n e c e s a r i a  p a r a  l a  
PDE de T. crusi ( 2 5 2 ) .  
EGTA (mM)  
Figura 41. Act ividad de a d e n i l a t o  c i c l a s a  de  Anahaena sp (PCC 
7119) en func i6n  de l a  concentraciGn de  EGTA. L a  f r a c c i b n  enzimá- 
t i ca  u t i l i z a d a  f u e  l a  PreParacion m ( 4 8  pg p r o t e í n a ) ;  Mgz+ 
1 mM; C a z +  10 p M ;  ( O ) ,  s i n  calmodul ina  c e r e b r o  bovino;  ( e ) ,  cal- 
modulina c e r e b r o  bovino 25  p g / m l .  
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Figura 42. Actividad de l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  de  Anabaena sp (PCC 
7 119 ) en func ión  de de r ivados  f e n o t i a z í n i c o s  . L a  f  r a c c i 6 n  enzimg- 
t i c a  u t i l i z a d a  f u e  la preua ra  - - ci6n nEAEi ( 4 3  pg p r o t e í n a )  ; Mgz+ 
1 mkl; C a z +  1 0  pM; ( O ) ,  s i n  calmodulina c e r e b r o  bovino,  clorproma- 
z i n a ;  (a), s i n  calmodulina c e r e b r o  bovino,  t r i f l u o p e r a z i n a ;  ( e ) ,  
calmodul ina  c e r e b r o  bovino ( 2 5  pg/ml),  c lo rpromazina ;  (m), calmo- 
d u l i n a  c e r e b r o  bovino ( 2 5  pg/ml),  t r i f l u o p e r a z i n a .  
Resultados y Discusi6n 
Los r e s u l t a d o s  de l a e  F iguras  4 1  y 4 2  Be r e ~ u m i e r o n  en l a  
Tabla 13.  
(pmoles/rnin/~~g prot ) 
Act iv idad  
a d e n i l a t o  c i c l a ~ a  
10 pM Caz+ + 0 , 2 5  mM EGTA 
10 p M  Caz+ + 0,10  mM t r i f l u o p e r a z i n a  
10 pM Caz+ + 0 , 2 5  mM clorpromazina 
10 pM C a z +  + 25 pg/1~11 calmodul ina  c e r e b r o  
10 pM Caz+ + 25 pg/ml calmodulina c e r e b r o  (SIGMA) 
10 ptf Caz+ + 100 pg/ml calmodulina e sp inaca  
10 pM Caz+ + 25 pg/ml calmodulina c e r e b r o  
+ 0 ,25  mM EGTA 
10 pM C a z +  + 25 pg/ml calmodulina c e r e b r o  
+ 0,50 mM t r i f l u o p e r a z i n a  
10 pM Caz+ + 25  pg/ml calmodulirla c e r e b r o  
+ 0 ,25  mM clorpromazina 
Tabla 13. Efec tos  de calmodul ina ,  EGTA y der ivado6 f e n o t i a z í n i c o s  
sob re  l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  d e  Anabaena sp (PCC 7 1 1 9 ) .  L a  f r acc iGn  
enz ima t i ca  utilizada f u e  la p r e p a r a c i ó n  (43  pg p r o t e í n a ) .  
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Adeni&s de l a  act ivacic in  producida po r  ca l r r~odul i r~a  de ce- 
r e b r o  bovino,  l a  a c t i v i d a d  enz imht ica  f u e  e ~ t i m u l a d a  po r  calmodu- 
l i n a  de  h o j a s  de e ~ p i n a c a  (Tabla  13)  y por  e l  f a c t o r  semejan te  a 
calmodul ina  p u r i f  i cado  de  Anabaer~a sp ( a p a r t a d o  VI11 de Materia-  
l e s  y Metodos),  Tabla 14.  Los r e s u l t a d o s  niuestrari. que l a  estirriu- 
l a c i ó n  de l a  enzima po r  e l  f a c t o r  de  Anabaena sy e s  bloqueada po r  
EGTA y los  de r ivados  f e n o t  i a z í n i c o s  . 
Chueng ( 7 )  ha sefialado c i e r t o s  c r i t e r i o s  para de te rmina r  
s i  una reacciGn ena ima t i ca  e s  regulada  p o r  Caz+-calmodulina.  
1- El t e j i d o  o  l a  c é l u l a  debe con tene r  una cuncen t r ac i6n  s u f i -  
c i e n t e  de  calmodul ina .  
S- L a  e l iminac ión  de calmodulina d e l  s i s t e m a  debe mod i f i ca r  l a  
a c t i v i d a d  enz imat ica  y e l  s i s t ema  en e s t a s  condic iones  debe 
responder  a l  agregado de  calmodulina exógena. 
3- Los q u e l a n t e s  de Caz+ (EGTA) deben r e v e r t i r  l a  a c t i v a c i b n  por 
calmodul ina  de  l a  enzima. 
4- En p r e s e n c i a  de  drogas  de r ivadas  de  l a  f e n o t i a z i n a ,  l a  calmo- 
d u l i n a  e s  biológicamente  i n a c t i v a .  Estas s u s t a n c i a s  i nh iben  
l a  a c t i v a c i b n  de l a  enzima, pero  no l a  a c t i v i d a d  basa1  de l a  
m i s m a .  
5- L a  acc ión  de l a  calmodul ina  debe s e r  r e v e r t i d a ,  a l  menos en 
t e o r í a ,  por  s u  a n t i c u e r p o .  En l a  p r a c t i c a ,  por  l o  menos p a r a  
e l  c a s o  de  l a  f o s f o d i e s t e r a s a ,  e s t e  c r i t e r i o  no e s  s a t i s f a c -  
t o r i o  ya que l a  c o n s t a n t e  de d i s o c i a c i ó n  de  l a  CaM-PDE está 
en e l  rango de 10-8 a 10-9 y l a  a f i n i d a d  a&-ab es 10-6, por 
l o  t a n t o  e l  a n t i c u e r p o  podr í a  no r e v e r t i r  l a  acc ion  de  l a  
calmodul ina  . 
Agregados 
Act iv idad  
a d e n i l a t s  c i c l a s a  
(pmoles/n~in/mg p r o t )  
Ninguno 0 ,16*0,03 
10 pM C a z +  0 ,  3040,08 
10 pM Caz+ + 0 , 2 5  mM EGTA O,03f0,01 
10 p M  C a z +  + 0 , 2 5  mM c lorpromazina  
10 pM C a z +  + 0 , s  mM t r i f l u o p e r a z i n a  
10 pM C a z +  + 450 pg/ml " a c t i v i d a d  ca lmodu l ín i ca"  
10 pM Caz+ + 450 pg/ml " a c t i v i d a d  ca lmodu l ín i ca"  
+ 0 , 2 5  mM EGTA 
10 pM C a z +  + 450 pg/ml " a c t i v i d a d  ca lmodu l ín i ca"  
+ 0,25 mM c lorpromazina  
10 p M  C a z +  + 450 pg/ml " a c t i v i d a d  ca lmudu l ín i ca  
+ 0 , 5 0  mM t r i f l u o p e r a z i n a  
Tabla 14 .  E f e c t o s  de  l a  " a c t i v i d a d  ca lmodul ina"  d e  Anabaer~a sp, 
EGTA9, y d e r i v a d o s  f e n o t i a z i n i c o s  s o b r e  l a  a d e n i l a t v  ciclasa de 
Anabaena sp (PCC 7119) .  La f r a c c i 6 n  enz imá t i ca  u t i l i z a d a  f u e  una 
p r m a r a c i o n  . . DEAXl ( 4 8  pg p r o t e í n a ) .  
Resultados y Discusión 
Los r e ~ u l t a d o s  presentado6 indican que l a  a d e n i l a t v  c i -  
c l a s a  de Anabaena sp cumple con l o s  r e q u i s i t o s  enunciados d e l  1 
a l  4 ,  no habiendo s i d o  es tudiado e l  r e q u i s i t o  5 ,  por l o  que s e  
puede c o n c l u i r  que l a  enzima e s  regulable  por Caz+ y calmodulina.  
L a  e x i s t e n c i a  de p ro te ínas  s i m i l a r e s  a  calmodulina,  cuyas 
funciones son aun desconocidas,  han s i d o  d e s c r i p t a s  para  E'scheri- 
c h i a  c o l i  (157) ,  B a c i l l u s  s u b t i l i s  (190) y Streptomyces  ery thra-  
eus (139) .  La B o r d e t e l l a  p e r t u s s i s  y e l  B a c i l l u s  a n t h r a c i s  secre-  
t a n  aderniis una a d e n i l a t o  c i c l a s a  que e s  s e n s i b l e  a  ca~modul ina  y 
que pene t ra  en l a s  c e l u l a s  animales (177,173,132) ,  como p a r t e  de 
l a  acciGn tGxica de e s t o s  b a c i l o s .  En e l  caso de  B. p e r t u s s i s ,  l a  
b a c t e r i a  no posee calmodulina ( 1 4 8 ) .  Por o t r o  lado ,  u t i l i z a n d o  e l  
n16todo de radioirimunoensayo con 1 2  51-calmodulina de t e s t í c u l o ,  en 
l a  c i anobac te r i a  Oscilatoria limnetica s e  d e s c r i b i d  un f a c t o r  ti- 
po calmodulina (263) . 
En e s t a  t e s i s  s e  demuestra l a  p resenc ia ,  en Anabaena sp 
(PCC 7119) de un f a c t o r  semejante a  calrnodulina. Es te  s i s tema "a- 
d e n i l a t o  ciclasa-calmodulina" p r o c a r i o t a  e s  sorprendentemente si- 
mila r  a  l o s  d e s c r i p t o s  en e u c a r i o t a s  i n f e r i o r e s  y s u p e r i o r e s  ( 2 3 ,  
34,40). L a  calmodulina de cerebro  o de espinaca puede reemplazar 
a l  modulador bac ter iano en l a  a c t i v a c i ó n  de l a  c i c l a s a  de Anabae- 
na sp y ,  a su  vez,  e s t e  modulador puede a c t i v a r  l a  PDE de ce rebro  
bovino . 
Esto s i g n i f i c a  que Anabaena s p  e s  e l  único caso  de orga- 
nismo p r o c a r i o t e  donde e l  f a c t o r  calmodulínico regu la  una a c t i v i -  
dad enzimática de l a  propia  b a c t e r i a ,  en e s t e  caso  l a  a d e n i l a t o  
c i c l a s a .  
S i  tomamofi en cuenta  l a  t e o r í a  endosimbiótica ( 2 3 4 )  que 
pos tu la  que l a s  c iano y l a s  c l o r o x i b a c t e r i a s  s e r í a n  l o s  ances t ros  
de l o s  p l á s t i d o s  de l a s  c é l u l a s  vege ta les  y de l a s  a l g a s ,  y como 
han demostrado C a r r i c a r t e  et a1 ( 2 3 )  que l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  de 
Medícago s a t i v a  ( a l f a l f a )  tambikn es  regulada por l a  acción de 
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Caz+-calmodulina (cerebro y hojas de espinaca), se podría con- 
cluir que lo demostrado en este apartado provee el primer antece- 
dente evolutivo donde el C a z +  estaría implicado en los niveles de 
AMP cíclico. 
L a ,  a d e n i l a t o  c i c l a s a  de  Anabaena sp. (PCC 7119)  e e  una 
encima de 1oca l izac iGn c i t o p l a s m a t i c a  . Responde a  ATPMnz + y a  
ATPMgZ + conlo e u s t r a t o s  . Presen ta  una modesta a c t i v a c i ó n  en pre-  
s e n c i a  de  lo^ c l á s i c o s  r egu ladores  de l a s  c i c l a s a s  e u c a r i o t i c a s  
como GTP, GMPP(NH)P y f o r s k o l i n a .  
L a  enzima s e  p u r i f i c ó  a l rqdedor  de 1500  veces .  Se d e t e r -  
minaron s u s  parametros  molecu la res ,  cuyos v a l o r e s  son :  c o e f i c i e n -  
t e  de sed imentac ión ,  6 , 4  S;  r a d i o  de  S tokes  6 ,0  nm; volumen espe-  
c í f i c o  p a r c i a l  0,74  ml\g; Peeo Molecular ,  183400  y c o e f i c i e n t e  
f r i c c i o n a l ,  1 , 5 9 .  Es tos  parametros  son similares a l o s  encont ra -  
dos en a d e n i l a t o  c i c l a s a s  de e u c a r i o t e s  s u p e r i o r e s .  
L a  enzima de Anabaena sp. es a c t i v a d a  por  e l  complejo 
Caz+-calmodulina ( c e r e b r o  b o v i n a ) ,  en  p r e s e n c i a  de  ATPMgz+ como 
s u s t r a t o .  
En Anabaena sp. se ha probado l a  e x i s t e n c i a  de un f a c t o r  
con propiedades  de calmodul ina ,  que s e  s u s t e n t a  en l o s  s i g u i e n t e s  
d a t o s  exper imenta les :  e s  e s t a b l e  a l  c a l o r ,  a c t i v a  l a  PDE de  AMP 
c í c l i c o  d e  c e r e b r o  bovino,  p r e s e n t a  un comportamiento a c í d i c o ,  ea  
r e t e n i d a  en columnas de a f i n i d a d  de phenyl-sepharosa en p r e s e n c i a  
de  Caz+ y  s e  e luye  por  e l  agregado de  EGTA. 
Es ta  a c t i v i d a d  calmodul ina  e s t imu la  l a  a d e n i l a t o  ciclasa 
de l a  b a c t e r i a  en p r e s e n c i a  de  C a z +  y ATPMgz+ como sustrato. Esta 
a c t i v a c i h n  e s  r e v e r t i d a  en  p r e s e n c i a  de EGTA y der ivado6  f e n o t i a -  
z í n i c o s  . 
E s  impor tan te  r e c a l c a r  que Anabaena sp. e s  e l  pr imer  o r -  
ganismo p r o c a r i o t a  cuya a d e n i l a t o  ciclasa e s  r e g u l a b l e  p o r  una 
a c t i v i d a d  ca lmodul ín ica  endógena . 
D e  e s t a  manera s e  pueden v i n c u l a r  a l a s  c i a n o b a c t e r i a s ,  
que d a t a n  desde hace m a s  de 2500 mi l lones  de aEos, y  l o s  euca r io -  
t e s  s u p e r i o r e s ,  en  e s p e c i a l  l a s  p l a n t a s  ( 5 0 0  mi l lones  de  a ñ o s ) ,  
r e s p e c t o  de  l a  a c t i v a c i ó n  con calmodul ina .  
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